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APPY, Mariana Pereira. Avaliacdo de produtos quimicos e biolégicos no
controle da sarna da batata. 2018. 113 f. Dissertacao (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biologico, Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, Sdo Paulo 2018.

RESUMO

Diversas regides produtoras de batata sofrem com problemas fitossanitérios
responsaveis por perdas significativas e elevacédo no custo da cultura. Dentre
estes problemas estd a sarna da batata, causada por bactérias do género
Streptomyces. Devido ao grande problema com a doenca e resultados limitados
para seu controle, o presente estudo teve como objetivo avaliar produtos
quimicos e biolégicos no controle da doenca. Foram testados os efeitos de
produtos comerciais quimicos Frowncide 500 SC®, Zignal®, Rovral®, Galben M®,
Mancozeb® e Moncut® e biolégicos Serenade® e Quartzo® na inibicdo do
crescimento de linhagens de Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) Streptomyces
sp. (IBSBF 2959). Nos testes in vitro, a linhagem IBSBF 2959 foi inoculada no
meio YME e os produtos em diferentes concentragdes foram adicionados em
discos antibiograma colocados no centro da placa sobre o meio de cultivo. Os
efeitos dos tratamentos foram determinados a partir da medida dos halos de
inibicdo. Os produtos que apresentaram os melhores resultados sobre a inibicao
de crescimento do patégeno foram Frowncide 500 SC® na dose se 2 L/100 L
(60,29%) e Serenade® na dose de 5 L/100 L (56,65%). Nos testes in vivo (casa
de vegetacio), tubérculos-semente de batata da cultivar Agata foram plantados
em vasos de 3 L previamente inoculados com a bactéria. Os produtos foram

aplicados nos sulcos e amontoa por meio de aspersédo. Apés trés meses, as



batatas foram colhidas e avaliadas quanto ao aparecimento dos sintomas de
sarna. O produto Frowncide 500 SC® suprimiu em 94% o aparecimento de lesdes
causadas por Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) e 67% para Streptomyces sp.
(IBSBF 2959) O produto Serenade® apresentou reducdo de 87% da area de
lesdo nos testes com Streptomyces sp. (IBSBF 2959) e 76% nos testes com S.
scabiei (IBSBF 2950). Também foi analisado o efeito do tratamento de
tubérculos-semente com organismo considerado promotor de crescimento
(Bacillus subtilis IBSBF 898 e 896). Nesses experimentos a linhagem de Bacillus
subtilis IBSBF 896 promoveu o crescimento da parte aérea da planta em 35,82%,
porém, ndo promoveu controle da doenca. Ja a linhagem IBSBF 898 foi capaz

de promover o crescimento em 29,10% e controlou a doenca em 86%.

Palavras chaves: Streptomyces spp., controle quimico, controle biologico,

antagonismo, promocao de crescimento.
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ABSTRACT

Several potato producing areas suffer with phytosanitary problems which are
responsible for significant losses and higher crops costs. Among these problems
potato scab, caused by bacteria of the genus Streptomyces, is one of the most
important. Due to great problems with this disease and limited results for its
control, the present study aimed to evaluate chemical and biological products for
disease control. The effects of commercial chemical products Frowncide 500
SC®, Zignal®, Rovral®, Galben M®, Mancozeb® e Moncut® and biological products
Serenade® e Quartzo® were tested for Streptomyces strains (IBSBF 2950 e 2959)
growth inhibition. In the in vitro tests, the strain IBSBF 2959 was inoculated on
YME medium and different concentrations of the products were added on
antibiogram disks and placed in the center of the plate on the inoculated culture
medium. The treatments effects were determined from the measurement of the
inhibition halos. The products that showed the best results on the growth
inhibition of the pathogen were Frowncide 500 SC® at the dose of 2 L/100 L
(60,29%) and Serenade® at the dose 5 L/100 L (56,65%). In the in vivo tests
(greenhouse), tuber seeds of Agata cultivar were planted in 3L vases previously
inoculated with the bacterium. The products were applied in the groove at the
moment of planting and in the heap by sprinkling. After three months, the
potatoes were harvested and evaluated for scab symptoms. The product
Frowncide 500 SC® suppressed by 94% the appearance of lesions caused by
Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) and 67% for Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
The Serenade® product showed a reduction of 87% of the lesion area in
Streptomyces sp. (IBSBF 2959) and 76% in S. scabiei (IBSBF 2950) assays. It
was also analyzed the effect of tuber seeds treatment with organism considered
growth promoter (Bacillus subtilis IBSBF 898 e 896). In these experiments the
Bacillus subtilis IBSBF 896 strain promoted growth of the aerial part of the plant
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in 35.82%, but did not promote disease control. Yet the IBSBF 898 strain was
able to promote growth in 29.10% and control the disease in 86%.

Keywords: Streptomyces spp., chemical control, biological control, antagonism,

growth promotion.



viii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diferentes tipos de sintomas de sarna da batata...................ccccccvvvvnnnne. 9
Figura 2. Ciclo da sarnadabatata..................uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 12

Figura 3. Escala diagramatica para avaliacdo de percentual de area do tubérculo

cobertas por lesGes de sarna (James,1971), modificado por Garcia (2008)....... 32

Figura 4. Efeito do produto Frowncide 500 SC® sobre o crescimento de
Streptomyces Sp. (IBSBF 2959)........ccooiiiiiiiiiiiiiiee e 36

Figura 5: Grafico de regresséao polinomial do produto Frowncide 500 SC®, média
das medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacao

de reta e coeficiente de determinacdo de R2..........c..ceovvviieeiicciee e 37

Figura 6. Efeito do produto Zignal® sobre o crescimento da Streptomyces sp.
(IBSBF 2959)....ci it iiiiiiitie ettt ettt e e e e e s ettt e e e e e st e e e e e e nnbbaeaeeeeeanns 39

Figura 7. Gréfico de regresséo linear do produto Zignal®, média das medidas
dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacao de reta e

coeficiente de determinacdo de R2............oocvieeiiciie i 40

Figura 8. Efeito do produto Rovral® sobre o crescimento da Streptomyces sp.
(IBSBF 2959).......cu0eiiieieeeeeeeeeeeeeseeeesieeseee s s s esse st esseee s s s tsesteeseeseenennas 41

Figura 9. Gréfico de regressdo polinomial do produto Rovral®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacgao de
reta e coeficiente de determinacao de R2............cccovveivevieiiie e 42

Figura 10. Efeito do produto Galben M® sobre o crescimento da Streptomyces
SP. (IBSBF 2959).......cuuiuiiieeieeeeeeeeeee et ee et een s ettt nen s s s 43

Figura 11. Gréfico de regresséo polinomial do produto Galben M®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacédo de
reta e coeficiente de determinacdo de R2...........ccccvveiiiiiiiieicee e 44

Figura 12. Efeito do produto Mancozeb® sobre o crescimento da Streptomyces
SP. (IBSBF 2959).......ccueueiieeeieceeteeeesetet e et s et eessn st ensteseneenanne e aenens 46



Figura 13. Gréafico de regressao polinomial do produto Mancozeb®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacéo de
reta e coeficiente de determinacao de R2...........ccovviivevie e 47

Figura 14. Efeito do produto Moncut® sobre o crescimento da Streptomyces sp.
(IBSBF 2959).......ceieieeeeeeee ettt ettt e et ettt en e n e, 48

Figura 15. Experimentos com o produto Serenade in VItro..............ccccvvvvvvvnnnee. 49

Figura 16. Teste do efeito do produto Serenade sobre o crescimento da
Streptomyces Sp. (IBSBF 2959)........ccooiiiiiiiiiiiiieee e 50

Figura 17. Gréfico de regresséo polinomial do produto Serenade®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacéo de

reta e coeficiente de determinacao de R2..........ccceeeiviieeiiiiie e 51

Figura 18. Efeito do produto Quartzo sobre o crescimento da Streptomyces sp.
(IBSBF 2959)....ci it iiiiiiitie ettt ettt e e e e e s ettt e e e e e st e e e e e e nnbbaeaeeeeeanns 52

Figura 19. Gréfico de regressdo polinomial do produto Quartzo®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equagao de

reta e coeficiente de determinacao de R2..........ccceeeiiivieeiiiiie e 53

Figura 20. Teste de patogenicidade in vivo Frowncide® x Streptomyces scabiei
(IBSBF 2950)......ciiiuttiiiteee e ettt e e ettt e e e s ettt e e e e e s ettt ae e e e e s sssbaeaaeeessnnrnneeaeeeanns 57

Figura 21. Teste de patogenicidade in vivo Frowncide® x Streptomyces sp.
(IBSBF 2959).... . eiieiiiiiee ettt e e e e enbe e e nne e 60

Figura 22. Teste de patogenicidade in vivo Serenade® x Streptomyces scabiei
(IBSBF 2950)......ciiiuttiiiteee e ettt e e ettt e e e s ettt e e e e e s ettt ae e e e e s sssbaeaaeeessnnrnneeaeeeanns 63

Figura 23. Teste de patogenicidade in vivo Serenade® x Streptomyces sp.
(IBSBF 2959)....ettiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e 66

Figura 24. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis
(IBSBF 896) contra a linhagem de S. scabiei (IBSBF 2950)............ccccoovviiinnnns 68

Figura 25. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis
(IBSBF 896) contra a linhagem de Streptomyces sp (IBSBF 2959).................... 68



Figura 26. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis
(IBSBF 898) contra a linhagem de S. scabiei (IBSBF 2950).........cccccceveiiieeeeeennnn. 69

Figura 27. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis
(IBSBF 898) contra a linhagem de Streptomyces sp (IBSBF 2959).................... 69

Figura 28. Teste de promocdo de crescimento em casa de vegetacao

empregando-se as linhagens de Bacillus subtilis (IBSBF 896 e 898).................. 70



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Linhagens de Streptomyces utilizadas nesse estudo......................... 27
Tabela 2. Produtos quimicos e biolégicos, dosagens utilizadas nesse estudo...28

Tabela 3. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto
Frowncide 500 SC.........uiiiiiie ettt ettt et e ereas 37

Tabela 4. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Tabela 5. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Tabela 6. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces (IBSBF 2959) nas diferentes concentra¢des do produto Galben

Tabela 7. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentra¢cdes do produto

Y 2T ole 74=) o SRR 46

Tabela 8. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) diferentes concentracées do produto

Y=Y (=] 0 1= T [ SRR RRTRRRRTI 50

Tabela 9. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentragdes do produto
(@ U= w0 1T 53



Xii

Tabela 10. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por S. scabiei
(IBSBF 2950) e a porcentagem de lesdes presentes nos tubérculos apos

aplicacdo do produto Frowncide® (teste in VIiVO)..........cccceeeviiieeeicieececciiee e, 56

Tabela 11. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por
Streptomyces sp. (IBSBF 2959) e a porcentagem de lesdes presentes nos

tubérculos apos aplicacdo do produto Frowncide® (teste in Vivo)............c........ 59

Tabela 12. Tratamentos, quantidade e peso dos tubérculos obtidos em cada
vaso (7 repeticbes) e nota atribuida aos sintomas causados por S. scabiei
(IBSBF 2950) e a porcentagem de lesGes presentes nos tubérculos apds

aplicacdo do produto Serenade® (teSte in VIVO)..........ccccvveeieiieeeeeciiee e 62

Tabela 13. Tratamentos, quantidade e peso dos tubérculos obtidos em cada
vaso (7 repeticdes) e nota atribuida aos sintomas causados por Streptomyces
sp. (IBSBF 2959) apds aplicacdo do produto Serenade® (teste in vivo).............. 65

Tabela 14. Massa média de matéria seca da parte aérea (MMSPA) de plantas
de batata, inoculadas com as linhagens de Bacillus subtilis e porcentagem de

AUMENTO OB MASSA SECA. .. ee e et e e e e e e e e e e e e aeaan 71

Tabela 15. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por

Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) ap6s aplicacdo do Bacillus subtilis (IBSBF

Tabela 16. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por
Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) apos aplicacdo do Bacillus subtilis (IBSBF



°C

ML

ABBA

AlA

BPCP
Ca*™
cm
CVv.

FAO

H*
ha
IBGE
IBSBF

ISP

MAPA
mm
NA
PDA

pH

LISTA DE ABREVIATURAS

graus Celsius

microlitro

area

Associacao Brasileira da Batata

acido indol acético

Bacillus

Bactérias promotoras de crescimento de plantas
calcio

centimetro

Cultivar

Food and Agriculture Organization of the United Nations
gramas

hidrogénio

hectare

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Colecéo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico
International Streptomyces Project

litro

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
milimetro

Nutriente agar

Potato Dextrose agar

Potencial hidrogeniénico

Xiii



PICR

ppm

gsp

RNAr

YME

Porcentagem de inibicdo de crescimento
partes por milhdo

guantidade suficiente para

acido ribonucleico ribossomal
Streptomyces

tonelada

Trichoderma

Yeast Malt Extract

Xiv



XV

SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt h et b e s a et s bt et et e sbt et e sbe e st e besaeetesbeeaeenes iv
AB STRACT ettt sttt e b e b e e s bt e s bt e sat e e bt e beesbe e sheesatesabesabeebeenbeenaeas Vi
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt st st sttt b e s bt saee st e e beebeens viii
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt st sb e et b e st e st sbe e e neas Xi
LISTA DE ABREVIATURAS ... oottt sttt st st sb e s xiii
(| N =10 0107V JOS OO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt sa s snenes 3
2.1 A CUITUIa da Batata.......ccoverueieieieeiirieiesesieee et 3
2.2. O género Streptomyces e as espécies associadas a sarna da batata........... 5
2.3.SarNa da DAtALA .......coveeiiree e 9
2.4, CiClo A UOBNGA ...ttt ettt 11
2.5. Controle da sarna da batata .........ccceceeeeerinininieneceeeee e 13
2.5.1. CUltIVAreS reSISIENTES.......coueuirieiirieiirie ettt 13
2.5.2. Uso de batata semente certificada............cccverrerirennineinenccnc e 15
2.5.3. Tratamento doS tUDEICUIOS .........cccoeveiririiiiiec e 15
DA T T V1 o = T~ Lo OO T 16
2.5.5. ROtAGAOD A€ CUIUIAS ......oueeeieeieiiiesiesieeee ettt 17
2.5.6. ACIIfICAGAOD O SOl ...c.eeueeeieiieiieecieee e 18
2.5.7. CONtrole QUIMICO......cooiiuieeiitieeeere ettt ettt ettt er ettt ebeebeene b eaeenne e 19
2.5.8. CONtrole BiOlOGICO ......ccveeeueeeieiietisiesiesieteeeee ettt b e eseenas 21
2.5.9. BACIIlUS SUDLIIS......cotiieiceceee s 23
2.5.10. Promocé&o de crescimento em plantas por Bacillus subtilis.......................... 24
3. OBUIETIVOS ...ttt st et b e et sb et bt st et bt et beeaneees 26
I I O 1 oY1= (A7 1= = | T 26
3.2. ODjetiVOS ESPECITICOS.cuiiiieieieicirese ettt 26

4. MATERIAL E METODOS ..ottt 27



6.

7.

XVi

g O R oY =T =T B ST 27
4.2. Produtos Quimicos e Biol0giCOS COMErCIAIS ....ccocvvveerieririeeieieeeeeecreeee 28

4.3. Avaliacdo de produtos quimicos e bioldégicos comerciais na inibicdo do
crescimento de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata —
ICCEST K=o T 1 o RSP 30

4.4. Avaliacado de produtos quimicos e biolégicos comerciais para controle da

sarna da batata - Testes in vivo (casa de vegetacao).......cccoeeveveveecieneeeesieeeenenns 31

4.5. Potencial antagénico de linhagens de Bacillus subtilis no controle da sarna
(0 F B o T £= L OSSOSO 33

4.6. Avaliacdo do efeito do tratamento de tubérculos-semente com
microrganismo promotor de crescimento (Bacillus subtilis) sobre a incidéncia

A SANNA A DALALA. ..eeeeeeeeeeee et e e e et e e e et e e s e teesasaeeeesasnaeeesasreeeesaseeeens 34
RESULTADOS E DISCUSSAO ... eeeeete s eveseesesesesesssssasesesssssens 36

5.1. Avaliacdo de produtos quimicos e biolégicos comerciais na inibicdo do
crescimento de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata -

ICCEST K= T T4 o TSP 36
5.1.1. Produtos QUIMICOS......cecieiiiitieiecte sttt sttt te ettt ste e aesteean e besre s e 36
5.1.2. Produtos BiOIOQICOS .........ccceiuieieiiiiieeiecteceete ettt ettt ettt e 49

5.2. Avaliacdo de produtos quimicos e biol6gicos comerciais para controle da

sarna da batata — Testes in vivo (casa de vegetagan)........ccceeeevenerenienieneeneeeenens 55
5.2.1. ProdutO qUIMICO.......ccueieieeieeieiieteste ettt ese et st sa e seeneenas 55
5.2.2. Produto BiOlOQICO .......ccueueieuiriieiiiiisiesieieeeee ettt sa e eseens 61

5.3. Potencial antagbnico de linhagens de Bacillus subtilis no controle de

S A =] 00 1414 o1 =2 PSS 67

5.4. Avaliacdo do efeito do tratamento de tubérculos-semente com
microrganismo promotor de crescimento (Bacillus subtilis) sobre a incidéncia

da sarna em batata — Testes in vivo (casa de vegetagdo)......cccccoceevererceeneerceeenne. 70
CONCLUSOES. ...ttt ssssesssses s ssse s sssssssesees 75

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e eeeee e e eesseseseseseseeesaeeens 76



1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é cultivada ha mais de 7.000 anos,
sendo originaria da regido dos Andes e difundida para diversos paises devido
principalmente a sua importante caracteristica nutricional, facil cultivo e alto
rendimento (LOPES; BUSO, 1997). Atualmente, é a terceira cultura alimentar
mais importante do planeta (IPC, 2018), e a primeira commodity ndo grao
(PEREIRA; SUINADA, 2016).

Sua producéo esta em crescente aumento no pais e no mundo. De acordo
com o IBGE em 2017 foram produzidos, aproximadamente, 3,9 milhdes de
toneladas de batata. Porém, sua producédo sofre com varios fatores limitantes,
dentre eles estdo os problemas fitossanitarios, responsaveis por perdas
significativas e elevacao nos custos da cultura. Diversas doencas causadas por
bactérias, fungos, nematoides, virus, insetos e pragas, atingem as planta¢cfes de
batata, causando danos em todas as partes da planta (MULDER,;
TURKENSTEEN, 2005). Dentre as doencas bacterianas mais ocorrentes nas
regides produtoras do Brasil estd a sarna da batata causada por diferentes
espécies do género Streptomyces, caracterizada por lesdes na superficie do
tubérculo, que levam a diminuicdo do seu valor comercial ou até impede sua
comercializacdo, tanto para consumo como para uso como batata semente
(CORREA, 2011).

As tentativas de controle dessa doenca tém sido efetuadas de varias
maneiras, como utilizacdo de produtos quimicos, irrigacdo do solo apdés o inicio
da tuberizacdo, adicdo de matéria organica ao solo, tolerancia de variedades,
aumento da acidez do solo, rotacéo de culturas, controle bioldgico e nutricdo das
plantas (BRISOLLA, et al., 2002). Dessa forma, trabalhos visando o controle da
sarna estao descritos na literatura mundial, entretanto, os resultados obtidos s&o
limitados ou ndo conclusivos, devido as condicbes de cultivo da batata e a
complexidade de fatores envolvidos no processo da doenca, tais como a
densidade de in6culo no solo, espécie do patdgeno envolvida, variedades de
batata e condigbes ambientais de umidade, temperatura, pH do solo, entre outros
(ZAMBOLIM et al., 2011).



Com a grande frequéncia da ocorréncia da sarna no cultivo da batata no
Brasil, o produtor vem procurando estratégias para controlar a doenca,
e a variabilidade patogénica das diferentes espécies de Streptomyces descritas
tem dificultado a obtencdo de sucesso dos varios meétodos empregados.
Consequentemente, na maioria das vezes, o produtor utiliza como alternativa o
controle quimico. Embora existam trabalhos na literatura mundial sobre o
controle quimico da sarna causada por Streptomyces patogénicas, ndo ha
estratégias totalmente eficientes baseadas na utilizacdo de defensivos, uma vez
gue os compostos quimicos utilizados atualmente tém mostrado variacdo em seu
grau de eficacia (HOSNY et al, 2014).

Com relacédo ao controle biolégico da sarna, ha relatos da utilizacdo de
antagonistas como: Streptomyces melanosporofaciens, S.
diastatochromogenes, S. albidoflavus (DOUMBOU et al., 2001), Bacillus sp. (KIM
et al., 2008; HAN et. al., 2005), Pseudomonas sp. (ST-ONGE et al., 2011), e
Trichoderma sp. (LOBO JUNIOR et al., 2009). Entretanto, os resultados obtidos
néo foram conclusivos. E importante ressaltar que, até 0 momento, os métodos
de controle bioldégico empregados ndo se mostraram efetivos se aplicados

isoladamente, ou seja, a recomendacdo € que eles sejam aplicados em

combinac¢éo com outras formas de manejo da doenca.

Uma outra estratégia de biocontrole é a utilizacdo de bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP). Essas bactérias sao residentes epifiticas ou
endofiticas, ndo patogénicas, que atuam diretamente promovendo o crescimento
ou indiretamente como agentes de controle biolégico de doencas de plantas
(COMPANT et al., 2005).

Devido ao grande problema com a doenca e dificuldade no seu controle,
0 presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito de produtos quimicos e

bioldgicos para o controle da sarna da batata causada por Streptomyces spp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cultura da Batata

Originéria da regido dos Andes, a batata (Solanum tuberosum L.) foi
difundida mundialmente e atualmente € considerada a terceira principal cultura
alimentar no mundo apdés o arroz e o trigo (IPC, 2018). Possui grande
importancia na dieta alimentar de varios paises, por causa de sua caracteristica
nutricional, sendo considerada a segunda maior fonte de nutrientes para a
humanidade, superada apenas pelo ovo. Além disso, é um alimento de facil

cultivo e apresenta alto rendimento por area plantada (FAO, 2010).

A producdo mundial de batata vem crescendo ano apos ano. De acordo
com dados da FAO, em 2015, foram produzidas 377 milhdes de toneladas,
sendo os maiores paises produtores: China, india e Ruissia, responsaveis por
45% da producéao mundial. O Brasil assume a 21° posi¢éo e segundo lugar como
produtor da América Latina, apds o Peru, responsavel por aproximadamente 1%
da producédo mundial (FAO, 2015).

Em 2017, a producéo brasileira foi de 3,9 milhdes de toneladas (t) de
batata no ano, ja na estimativa feita pelo IBGE para o ano de 2018 a producao
deve aumentar 4,2% devido a fatores como aumento da area de plantio, avancos
tecnologicos, profissionalizacdo dos produtores e melhorias nas condi¢cbes de
cultivo (nutricdo e irrigacdo) e ainda a melhoria na qualidade da batata semente
(IBGE, 2018). Essa cadeia produtiva envolve um elevado nimero de recursos e
significativa méao de obra, gerando em torno de 300 mil empregos no Brasil, tanto
no campo quanto nas industrias (NIEDERHEITMANN, 2015).

De acordo com a associacao brasileira da batata (ABBA), 0 agronegdcio
da batata no Brasil envolve em torno de 5 mil produtores em 30 regides dos sete
principais estados produtores brasileiros. Os estados do Sudeste e Sul
representam cerca de 89% da producao brasileira, sendo Minas Gerais 0 maior

produtor, seguindo do Parana e Séo Paulo (IBGE, 2017).



Grande parte da produgdo nacional € usada para a comercializagdo in
natura, onde 10 % é destinada para o mercado de batata processada, nas formas
de pré-frita congelada, chips e batata palha (FAO, 2010). Mas, a demanda tende
a aumentar, devido a mudanca dos habitos da populacéo, onde os produtos de
preparo mais rapido estdo sendo cada vez mais procurados (PEREIRA;
SUINAGA, 2016).

O consumo de batata chips e batata palha apresentam pouco crescimento
de consumo, e com essa demanda, toda batata processada nessas formas é
produzida no pais. No caso da batata pré-frita congelada, apenas 26% do
consumo nacional é abastecido com produto brasileiro, sendo 74% importados
da Argentina e paises da Unido Européia (PEREIRA; SUINAGA, 2016).

A bataticultura brasileira é caracterizada pela dependéncia de cultivares
de paises de clima temperado. Mesmo apresentando Otima aparéncia e boa
aceitacdo pelos produtores e consumidores, 0s tubérculos apresentam
problemas de adaptacéo as condi¢des tropicais do pais (MENEZES et al., 2001).
O clima tropical contribui para a reducédo da produtividade, principalmente por
favorecer o desenvolvimento mais rapido de populacdes de patdégenos
(NIEDERHEITMANN, 2015). Dessa forma, os problemas fitossanitarios causam
perdas significativas, causando a elevacao nos custos de producédo. A cultura é
suscetivel a inUmeras pragas e doencas causadas por insetos, nematoides,
virus, fungos e bactérias, causando danos tanto na parte aérea da planta como
na parte subterranea (FIERS et al., 2012). Dentre as doencas bacterianas de
maior importancia vale citar a murcha bacteriana, causada por Ralstonia
solanacearum, a podriddo mole, causada por Pectobacterium spp.; e a sarna da
batata, causada por bactérias pertencentes ao género Streptomyces (HOOKER,
1981).



2.2. O género Streptomyces e as espécies associadas a sarna da batata

Taxonomicamente, o0 género Streptomyces pertence a familia
Streptomycetaceae, ordem Actinomicetales, classe Actinobacteria. Atualmente
esse género estd composto por 820 espécies identificadas que, em sua maioria,

s&o consideradas saprofitas viventes no solo (EUZEBY, 2013).

Esses organismos sdo aerébicos, Gram positivos, formadores de micélio,
com longas cadeias de conidios e possuem formacédo de esporos. A rede de
filamentos secreta enzimas catabdlicas que degradam o substrato organico
guebrando-o em nutrientes assimilaveis que promovem o crescimento da
coldénia. A falta de nutrientes e outros fatores ambientais ativam o
desenvolvimento de hifas aéreas, que se fragmentam formando uma cadeia de
esporos. Os esporos sao resistentes e podem ser disseminados através da agua
ou por animais presentes no solo. Esses esporos germinam independentemente
de nutrientes e formam micélios ramificados, completando o ciclo de vida da
bactéria (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

A cadeia de esporos de Streptomyces pode apresentar diferentes
formatos e o0s esporos, podem apresentar diferentes coloragcdes, sendo
importantes caracteristicas taxonémicas das espécies (SHIRLING; GOTTLIEB,
1966).

Os estreptomicetos possuem distribuicdo mundial comparados a outros
micro-organismos encontrados na natureza e tém enorme importancia na
formacdo da matéria organica, pois produzem enzimas hidroliticas responsaveis
por degradar polimeros derivados de animais e plantas, facilitando o ciclo do
carbono (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).

Espécies desse género sdo conhecidas pela producdo de metabdlitos
secundarios biologicamente ativos de interesse biotecnolégico, como
antibioticos, antifingicos e agentes antitumorais. Além disso, algumas espécies

podem ser utilizadas como controle biolégico por meio de inibicdo de



crescimento de fungos e bactérias fitopatogénicas (COMPARONI, 2015;
EVANGELISTA-MARTINEZ, 2014; HILTUNEN; VALKUNEN, 2011; LIU;
ANDERSON; KINKEL, 1995; SILVA et al., 2013; WANNER et al., 2014).

A primeira espécie descrita como causadora da sarna foi S. scabiei (sin.
S. scabies) (LAMBERT; LORIA, 1989a). Presente em todas as regides
produtoras do mundo, principalmente em solos secos, de neutros a alcalinos, e
é considerada a espécie patogénica dominante (CORREA, 2011). Essa espécie
causa sintomas de sarna comum, apresentando filamentos miceliais finos,
aéreos e ramificados a partir de um eixo central, possui cadeias de esporos
espiraladas e de coloragcéo cinza. Possui linhagens produtoras de pigmentos
melanoides em meio de cultura contendo tirosina e utilizam todos os carboidratos
estabelecidos pelo ISP (International Streptomyces Project) (SHIRLING;
GOTTLIEB, 1966; BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

Outra espécie importante é a S. acidiscabies, tem como caracteristica
principal o poder de crescimento em substrato com pH baixos, causando a
doenca em tubérculos cultivados em regides que possuem 0s solos acidos. Foi
detectada na regido de Maine (Canada), em 1953, ocorrendo em solos com
valores de pH 4,5 (BONDE; McINTYRE, 1968; MANZER; MCcINTYRE;
MERRIAM, 1977). S. acidiscabies também foi descrita em outros paises, como
o Japao, e atualmente esta distribuida no mundo (LORIA; KERS; JOSHI, 2006).
Possui micélios aéreos ramificados de cadeias flexuosas com esporos de
coloracdo branca, résea ou amarelo-palha. Nao sdo produtoras de pigmentos
melandides, porém produzem pigmento soluvel vermelho em pH maior que 8,3.
Dos carboidratos que estdo descritos na ISP, o Unico ndo utilizado para seu
crescimento é a rafinose (LAMBERT; LORIA 1989b).

Ainda, a espécie S. caviscabies foi observada por Faucher, Savard e
Beaulieu (1992) e por Faucher e colaboradores (1995), causando sintomas de
“sarna profunda” na regidao de Quebec, Canada. Apresenta micélios aéreos de
cadeias do tipo flexuosa, apresentando esporos de coloragcdo branca e
amarelada, ndo produz melanina, e ndo consegue se desenvolver em solos em
torno de pH 4,5. Utiliza apenas a rafinose como fonte de carbono para o seu
crescimento de acordo com o ISP. E difere-se geneticamente das demais
espécies de Streptomyces ja descritas (GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 1996).



De acordo com Liu e colaboradores (2005), analises de sequéncias do
gene 16S RNAr demonstraram que S. caviscabies, S. setonii (MILLARD; BURR,
1926) e S. griseus (KRAINSKY,1914) pertencem a mesma espécie genbmica
com caracteristicas morfolégicas e quimiotaxonémicas em comum, ou seja,

foram consideradas sinbnimos.

A espécie S. turgidiscabies foi descrita ocorrendo na Illha de Hokkaido
(Japdo) em 1995 (TANAKA et al., 1995) e posteriormente foi descrita por
Miyajima e colaboradores (1998). Os sintomas sdo do tipo erumpente, e
assemelha-se a sarna comum, produzindo um tipo de hipertrofia dos tecidos, de
modo a formar erupcdes (elevacdes) na superficie dos tubérculos infectados
(RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008). Essa espécie
apresenta micélios aéreos com ramificagcdes formando cadeias de esporos
flexuosas e de coloracdo cinza. Nao produz pigmentos melandides ou outros
pigmentos difusiveis e utiliza todos os carboidratos (ISP) como fonte de carbono.
Assim como S. acidiscabies, essa espécie é tolerante a solos que possuem pH
acido (MIYAJIMA et al., 1998).

Outra espécie fitopatogénica, S. reticuliscabiei, foi isolada na Franca e
descrita por Bouchek-Mechiche e colaboradores (2000). Responsavel por causar
a sarna reticulada. Possui esporos de coloragéo cinza e cadeias flexuosas, ndo
produz melanina e utiliza todos os agucares ISP como fonte de carbono
(BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000).

Ao analisar linhagens com caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas
semelhantes a de S. scabiei, Bouchek-Mechiche e colaboradores (2000)
demonstraram que haviam linhagens que eram fenotipicamente heterogéneas e
assim as dividiram em trés genomoespécies, S. scabiei, S. europaeiscabiei e
S. stelliscabiei. As linhagens apresentavam caracteristicas morfologicas

semelhantes, porém se diferenciavam em algumas caracteristicas bioquimicas.

Streptomyces europaeiscabiei foi descrita na Franca (BOUCHEK-
MECHICHE et al., 2000) e relatada em diferentes paises Europeus. Estando
presente também no Canada, Coréia do sul e Estados Unidos (SONG et al.,
2004; WANNER, 2006). Essa espécie possui esporos de coloracdo cinza em

cadeias espiraladas, é produtora de melanina em meio tirosina e utiliza todos os



carboidratos ISP para o seu desenvolvimento. Aléem de tubérculos de batata, esta
espécie também foi isolada em beterraba, cenoura e rabanete (BOUCHEK-
MECHICHE et al., 2000).

Streptomyces stelliscabiei e S. europaeiscabiei possuem caracteristicas
muito semelhantes, entretanto, a S. stelliscabiei foi isolada de lesdes de sarna
comum em forma de estrela em tubérculos de batata na Franca (BOUCHEK-
MECHICHE et al., 2000).

O avanco das técnicas em biologia molecular, possibilitou caracterizar
outras trés novas espécies de Streptomyces: S. luridiscabiei, S. puniciscabiei
e S. niveiscabiei, isoladas na Coréia do Sul, induzindo sintomas de lesdes
erumpentes em batata cultivada em solos acidos (PARK et al., 2003). A espécie
S. luridiscabiei apresenta esporos de coloracdo amarelo claro em cadeias
flexuosas simples e retas; S. puniciscabiei produz esporos alaranjados, em
cadeias retas e S. niveiscabiei produz esporos brancos e cadeias de esporos
simples, flexuosas e retas. Essas espécies utilizam todos os carboidratos do ISP.

Somente a espécie S. niveiscabiei ndo produz melanina.

Descrita por PERSON; MARTIN, (1940) e WAKSMAN; HENRICI, (1948),
a S.ipomoeae é causadora da sarna em batata-doce (LABEDA; LYONS, 1992).
Essa espécie apresenta esporos de cadeias curtas espiraladas abertas
envolvidas por uma bainha e sdo de coloracdo azul em meio de cultivo SGM.
Distinta tanto morfologicamente quanto fisiologicamente de outras espécies
causadoras da sarna. Enquanto S. scabiei e S. acidiscabies sdo patégenos de
batata e de outras culturas, S. ipomoeae € especifica de batata doce e outros
membros da familia Convolvulaceae (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).

H4, ainda, a espécie S. aureofaciens, considerada um organismo de
solo, mas que eventualmente pode incitar doenca em batata, causando lesdes
superficiais. Ja S. sampsonii é considerada saproéfita, porém ja foi isolada de
lesdes em tubérculos (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).



2.3. Sarna da batata

De acordo com Ainsworth (1981), a sarna comum da batata foi
documentada por J. C. Loudon em 1825 (Encyclopaedia of agriculture, p. 785),
porém sua descricdo foi realizada somente em 1890 por Thaxter (LAMBERT;
LORIA, 1989a). E uma doenca de ocorréncia generalizada em todos os
continentes do mundo, sendo considerada uma das doencgas que mais atingem
as regides produtoras na Ameérica do Norte e no Brasil. As perdas econdémicas
causadas por essa doenca afetam diversos setores, ndo s6 o mercado de
produto fresco, mas também a producéo de batata semente e batata processada
(FAO, 2008).

A severidade e os sintomas podem variar de acordo com a suscetibilidade
da cultivar, viruléncia do patégeno, densidade de in6culo do agente causador e
também com o ambiente, se apresenta condi¢bes favoraveis ou desfavoraveis
para o desenvolvimento do patégeno (TOTH et al., 2001). A variacdo dos
sintomas permite a classificacdo em diferentes tipos dessa doenca, podendo ser
sarna comum, reticulada, avermelhada, sarna acida e erumpente (LORIA et al.,
1997). As lesbBes podem variar no aspecto (lisa, aspera, reticulada ou em forma
de estrela), na profundidade (superficial, erumpente ou profunda) e coloracdo
(pardo-clara, pardo-escura ou avermelhada) (LORIA et al., 1997; CORREA,
2011) (Figura 1).

Figura 1: Diferentes tipos de sintomas de sarna da batata. (A) Lesédo de sarna profunda; (B)

superficial; (C) erumpente; (D e E) Aspecto de sarna reticulada; (F) em forma de estrela e (G)

sarna avermelhada. Fonte: Corréa (2011).
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Varios tipos de sintomas podem ser encontrados em tubérculos de uma
mesma planta, o que dificulta a identificacdo do patdégeno, pois ndo ha sintomas
especificos para cada espécie do patdgeno. Alguns autores relatam que o tipo
de lesdo esta diretamente relacionado a cultivar infectada (EMILSSON;
GUSTAFSSON, 1953; HILTUNEN et al., 2005). Ja a profundidade das lesdes
estaria ligada a viruléncia do patdgeno, quanto mais profundas ou elevadas as
lesdes, mais viruléncia possui o patégeno (RODRIGUES NETO; DESTEFANO;
SHIMOYAMA, 2008).

Dentre as espécies de Streptomyces descritas, a habilidade em infectar
tecidos vegetais € uma caracteristica rara. Poucas espécies podem ser
consideradas patogénicas as plantas sendo S. scabiei a principal espécie
causadora da sarna comum na batata (LAMBERT; LORIA, 1989a).

A sarna comum € predominante no mundo e tem como caracteristica
pequenas lesdes na superficie dos tubérculos tipicamente arredondadas, de
textura aspera e corticosa, variando sua profundidade e coloracdo de marrom
clara ou escura (LORIA et al., 1997). As espécies S. scabiei, S. europaeiscabiei,
S. stelliscabiei, S. acidiscabies, S. turgidiscabies e S. niveiscabiei sdo produtoras
da taxtomina e causadoras da sarna da batata. Ja as espécies
S. luridiscabiei e S. puniciscabiei produzem lesdes caracteristicas dessa doenca,
mas a producdo de taxtomina néo foi confirmada nesses patdgenos (PARK et
al., 2003).

Tanto a sarna reticulada quanto a avermelhada apresentam sintomas
semelhantes onde, as lesGes presentes nos tubérculos sdo de aspecto de rede,
de coloracéo escura e superficiais (HARRISON, 1962; BANG, 1979; SCHOLTE;
LABRUYERE, 1985). Porém mesmo com a similaridade de sintomas desses dois
tipos de sarna, elas podem ser diferenciadas pelas Streptomyces envolvidas,
suscetibilidade das cultivares, bem como temperatura Otima para o
desenvolvimento da doenca (SCHOLTE, LABRUYERE, 1985). A sarna
reticulada é causada peca espécie S. reticuliscabiei e a sarna avermelhada por
linhagens de S. aureofaciens e S. griseus (FAUCHER et al., 1993).

A sarna acida € um tipo de sarna causada pela espécie S. acidiscabiei,

causadora de sintomas semelhantes a sarna comum (LAMBERT,; LORIA,
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1989b). A sarna erumpente assemelha-se com a sarna comum, porém, produz
um tipo de hipertrofia dos tecidos, formando erup¢des na superficie do tubérculo
infectado. Esse tipo de sarna esta atribuida a S. turgidiscabiei (KREUZE et al.,
1999).

2.4. Ciclo dadoenca

As espécies de Streptomyces sdo saprofitas viventes do solo ou vivem no
tecido de plantas infectadas, sob forma vegetativa micelial ou de esporos, ou
seja, podem sobreviver em solos secos por periodos longos. De acordo com
Mayfield e colaboradores (1972), os esporos possuem um envoltorio externo e
parede espessa, proporcionando maior resisténcia ao calor e seca. Eles ficam
aglomerados no solo préximos a restos de cultura, e produzem hifas que se
desenvolvem radialmente, facilitando sua dispersdo (AGRIOS,1997). Os
esporos germinam e podem ser disseminados através da chuva, vento, vetores
ou até mesmo por tubérculos de batata infectados. Com relacdo a epidemiologia
da sarna da batata, alguns insetos podem disseminar a bactéria no solo, além
de promover a entrada da doenca no tubérculo (MANZER; STORCH; SEWEEL,
1984).

Ao entrar em contato com o tubérculo sadio e no inicio de seu
desenvolvimento, os esporos da bactéria penetram através de estruturas como
estbmatos, lenticelas, ou por ferimentos (AGRIOS, 1997). Se os tubérculos estédo
secos durante o periodo de penetracdo, as bactérias antagbnicas que
normalmente estdo presentes nas lenticelas, desaparecem facilitando a
infeccdo. Além disso, em solos secos, durante o crescimento dos tubérculos a
chance de aparecimento de ferimentos € maior, pelos quais os patégenos podem
penetrar (LEWIS, 1971).

Desde o inicio da tuberizag&o, o tecido do tubérculo sofre processo de
crescimento continuo, onde os nddulos sédo separados devido ao alongamento
dos internddios (ADAMS, 1975). Nesse periodo o tubérculo € mais suscetivel a
doenca, uma vez que as lenticelas jovens ndo estdo totalmente suberizadas.

Desde o inicio da sua formacé&o até cerca de trés a quatro semanas, o tubérculo
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passa por um periodo de desenvolvimento, e com a maturacao dos tubérculos,
as lenticelas passam a ficar totalmente suberizadas, tornando-os assim menos
suscetivel & infeccdo (ADAMS; LAPWOOD, 1978).

O patdgeno penetra primeiramente as lenticelas na superficie do
tubérculo ou qualquer outra abertura. Entdo o patdégeno coloniza inicialmente os
espacos intercelulares e logo apds os intracelulares (ADAMS; LAPWOOD,
1978), crescendo entre as camadas da periderme, nutrindo-se de tecido morto
(AGRIOS, 1997) e produzindo fitotoxinas, como a taxtomina, que induzem a
producdo de suberina nas células adjacentes levando a formagdo de uma
camada corticosa ao redor do tecido infectado. O crescimento da camada
corticosa empurra a periderme infectada para o exterior tornando a superficie
aspera e suberificada (sintomas da sarna) (BABCOCK; ECKWALL; SCHOTTEL,
1993) (Figura 2).

A incidéncia da sarna nos campos produtores depende de varios fatores
como adaptacdo ou predominancia de espécies de Streptomyces com maior
agressividade, aumento da area plantada com variedades que sao suscetiveis,
utilizacao de batata semente contaminada, plantio continuo em solos infectados
e praticas culturais favoraveis a sarna, como a compactacéo do solo e alteracao
da microbiota (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA, 2008)

Disseminag8o através de Multiplicagdo fjo patdgeno eNntre e
dentro das células; formagdo de
chuva, ventos e

{1
. camada corticosa abaixo da lesdo
tempestades de areia | X
~ empurrando a area infectada para o
Penetragdo do esporo no R
¢ exterior

ubérculo através de lenticelas,

estdmatos, ferimentos ou
Germinagiodo o o
espoio diretamente
Esporos € ﬁ Micélio Rompimento da
,? periderme e
formagéo de outras
Sobrevivéncia no solo e em tecidos “a areas corticosas
infectados
=

Diferentes tipos de sintomas
de sarna

Sarna profunda

Figura 2: Ciclo da sarna da batata. Fonte: Agrios (1997), traduzido por Corréa (2011).
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2.5. Controle da sarna da batata

O controle da sarna nédo é simples devido aos fatores que afetam o
desenvolvimento da doenca, entre eles, presenca e densidade do patégeno no
solo, variedade de batata cultivada e fatores ambientais, como umidade e
temperatura do solo (ZAMBOLIM et al., 2009).

Diferentes estratégias de manejo podem ser adotadas a fim de reduzir a
incidéncia e severidade da sarna. Dentre elas, podemos citar o uso de cultivares
resistentes e batata semente certificada (WILSON; RANSON; PEMBERTON,
1999; FISCHER et al., 2005), rotacdo de culturas (WIGGINS; KINKEL, 2005;
JADOSKI et al.,, 2009), irrigagdo controlada (LAPWOOD; HERING, 1970;
LEWIS, 1971), nutricdo das plantas, mudanca no pH do solo (WHARTON et al.,
2011), uso de produtos quimicos (SINGH; SONI, 1987; ZAMBOLIM et al., 2011)
e biologicos (GOUWS; WEHNER, 2004; WANNER, 2007; WANNER et al.,

2013), entre outros

2.5.1. Cultivares resistentes

Entre as raz0es para a baixa produtividade nacional, destaca-se a falta de
gendtipos adaptados as condi¢Bes climaticas brasileiras, uma vez que a maior
parte das cultivares utilizada pelos bataticultores nacionais € de origem europeia
(DELEO; CARDOSO, 2014).

O uso de cultivares com maiores niveis de resisténcia é considerado a
melhor opgao para o controle da doenca (DEES; WANNER, 2012; WANNER,;
KIRK, 2015), pois evita ou reduz o uso de defensivos, diminui o impacto
ambiental e os custos da producdo (CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 1995).
Para isso é preciso que 0s clones apresentem resisténcia genética estavel,
porém, ha uma grande variacao desse carater entre as cultivares comerciais. As
cultivares Agata, Asterix e Atlantic, por exemplo, que representam em torno de
60%, 15% e 3% da producéo brasileira, respectivamente, sdo consideradas

suscetiveis a sarna comum, conforme evidenciado em estudos de avaliagdo da
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severidade e observacfes nos campos de producéo (IMARK, 2007; GARCIA,
2008; FISCHER et al., 2009; HAYNES et al., 2010; NAVARRO et al, 2015). Do
mesmo modo, esse fato tem sido relatado para as cultivares Caesar, Cupido,
Markies e Monalisa, também importantes na producédo nacional (ANDREATTA,
2002; GARCIA, 2008; FISCHER et al., 2009; CORREA, 2011; MARGOSSIAN
SEMENTES, 2016). As poucas cultivares consideradas tolerantes a sarna no
Brasil ndo estao disponiveis para todas as areas produtoras e ocupam menos
de 2% da producdo nacional. Entre estas, destacam-se Mondial e Voyager
(ANDREATTA, 2007; GARCIA, 2008; FISCHER et al., 2009).

Atualmente, o mecanismo de defesa da planta de batata a Streptomyces
ainda ndo é bem conhecido, ja que esse fenbmeno ndo segue um modelo de
resisténcia tipico (DEES; WANNER, 2012). Sabe-se que as tomatinases
produzidas pela bactéria inibem a resposta de defesa da planta, prejudicando os
mecanismos de resisténcia (LORIA; KERS; JOSHI, 2006). Algumas pesquisas
mostraram haver um fluxo de ions Ca** e H* em culturas de tabaco e Arabiopsis,
como respostas de defesa da planta pela taxtomina (TEGG et al., 2005;
ERRAKHI et al., 2008), podendo sugerir que 0 mesmo pode ocorrer na batata.
Além disso, pesquisas mostraram que a presenca de triptofano, um aminoéacido
necessario para a producao de taxtomina, pode inibir a producéo dessa fitotoxina
guando em altas quantidades (LAUZIER et al., 2002).

S&o muitos os fatores limitantes para o desenvolvimento de cultivares
resistentes a sarna, faltam estudos na area fisioldgica visando a resposta da
planta & Streptomyces ou a taxtomina, ou seja, se ha producao de moléculas na
planta que induzem a producdo da fitotoxina pela bactéria; mapeamento de
genes de resisténcia ou suscetibilidade para uso em programas de
melhoramento; identificacdo de novas e melhores fontes de resisténcia,
principalmente espécies selvagens (WANNER; KIRK, 2015). De acordo com
Dees e Wanner (2012), o desenvolvimento de novas estratégias de controle &
dificultado, devido a falta do entendimento sobre as bases genéticas e
fisiologicas das diferencas na severidade da doencga, observadas nas cultivares
de batata. No que se refere ao patdgeno, faltam estudos direcionados a

compreensao das diferencas da agressividade de isolados de Streptomyces.
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2.5.2. Uso de batata semente certificada

O in6culo presente em tubérculos semente € relevante para a
disseminacdo de novas linhagens ou espécies patogénicas causadoras da
doenca, em regibes onde ndo h& presenca desses patdogenos (WILSON;
RANSON; PEMBERTON, 1999). A sarna é a doenca bacteriana mais frequente
em tubérculos semente importados de paises do norte da Europa. Em 2003, 83%
dos lotes importados apresentavam sintomas da doencga, algumas amostras de
tubérculos apresentavam lesbes que cobriam até 50% de sua superficie
(FLORES-GONZALEZ; VELASCO; MONTES, 2008).

A sarna tem gerado grandes prejuizos em regides produtoras brasileiras
sendo disseminada por material oriundo de outros paises e até mesmo
provenientes do nosso proprio pais. Por conta disso, a certificacdo dos
tubérculos torna-se uma medida importante para garantir a sanidade do material
vegetal (ZAMBOLIM et al., 2009). Essa préatica garante que a batata semente
seja inspecionada e encontra-se dentro dos padrdes aceitaveis estipulados pelas
normas de certificacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (LOPES, 2011).

Porém, o diagndstico realizado ainda € muito precario pois, ndo ha a
identificacdo do agente causal da doenca nos tubérculos que entram no pais,
podendo levar a introducdo de novas espécies de Streptomyces em areas que
ndo estavam presentes. Possivelmente, as espécies patogénicas
S. europaeiscabiei, e S. caviscabiei/S. setonii detectadas em material vegetal
importado da Holanda, foram introduzidas no Brasil por meio da importacédo de
batata-semente contaminada (CORREA, 2011).

2.5.3. Tratamento dos tubérculos

A introducao de espécies de Streptomyces em campos onde ndo estavam
presentes, deve ser evitada utilizando-se tubérculos certificados. Por outro lado,

a auséncia de sintomas de sarna nos tubérculos néo significa necessariamente



16

gue a bactéria ndo esteja presente na superficie dos mesmos ou até no solo.
Assim, o tratamento dos tubérculos pode ser realizado para a prevencdo da
disseminagdo da bactéria (RODRIGUES NETO; DESTEFANO; SHIMOYAMA,
2008).

Pesquisas foram conduzidas visando avaliar o efeito do tratamento de
tubérculos na incidéncia da sarna comum. Kulikova (1982), Singh e Soni (1987)
e Somani (1988), relataram o uso de sulfato de cobre, formaldeido, cloreto de
mercurio, borax, acido borico, tetraciclina. Trabalhos realizados na Australia com
0 emprego dos fungicidas Fluazinam, Flusulfamida, Fenpiclonil e Mancozeb
revelaram que os produtos possibilitaram o controle da sarna (WILSON et al.,
1999; PUNG; CROSS, 2000). Na Africa do Sul, Gouws (2006) utilizou o fungicida
Flusulfamida para tratar os tubérculos-semente antes do plantio, e verificou bons

resultados na inibigdo dos sintomas da doenca.

2.5.4. Irrigacéo

A incidéncia de sarna depende do nivel de indculo presente no solo e
superficie dos tubérculos, assim como umidade e pH do solo (BOOTH, 1970).
Lapwood e Lewis (1967) observaram uma estreita associa¢ao entre a incidéncia
de sarna e a baixa umidade do solo durante os estagios iniciais da formacéo de
tubérculos e aplicaram esse conhecimento para controlar a sarna comum por
meio de irrigacdo adequada. A alta umidade do solo e a baixa temperatura apos
0 inicio da tuberizacdo reduziu a doenca. Os autores concluiram que o0s
tubérculos séo infectados enquanto ainda sdo muito jovens e, se conseguem
sobreviver a esse periodo sem infeccdo, escapam da doenca (LAPWOOD;
HERING, 1970).

Vérias teorias tém sido propostas para explicar o mecanismo de controle
de sarna por irrigacdo (LAPWOOD; ADAMS, 1975). Em primeiro lugar, com a
umidade adequada do solo, os estdbmatos rapidamente se desenvolvem em
lenticelas resistentes e, portanto, protegidos da infeccdo (ADAMS,1975). Em

segundo lugar, ha efeitos diretos sobre o crescimento do patdégeno devido a
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diminuicdo da temperatura do solo e a reducéo da disponibilidade de oxigénio.
Em terceiro lugar, a irrigacéo afeta indiretamente a doenca, proporcionando um
ambiente propicio ao antagonismo (LEWIS, 1971), pois bactérias antagonistas
se movem mais rapido do que espécies de Streptomyces causadoras de sarna
nas peliculas de agua em solo umido. As bactérias antagonistas colonizam as
lenticelas primeiro e competem com o patdgeno pelo nicho. Em quarto lugar,
altos niveis de umidade tém sido associados com uma diminuicdo nos niveis de
calcio no tecido do tubérculo e tem sido implicito que o aumento de calcio leva a
maior suscetibilidade a sarna (DAVIS et al., 1976).

Porém, esse método € incerto, ja que outros estudos ligados ao aumento
da irrigacdo e umidade do solo apresentaram resultados contrarios, indicando
maior severidade da sarna (SCHOLTE; LABRUYERE, 1985; WILSON et al.,
2001; LARKIN et al., 2011). Também foram relatados surtos da doenca em solos
Uumidos e irrigados, no Canada, Europa e Israel (DOERING-SAAD et al., 1992;
GOYER et al., 1996; LINDHOLM et al., 1997). Além disso, 0 excesso de agua
pode favorecer o ataque de outros patdégenos como: Sclerotinia sclerotiorum
(podriddo de esclerotinia), Ralstonia solanacearum (murcha bacteriana),

Pectobacterium spp. (podriddo mole), entre outros (LOPES, 2011).

2.5.5. Rotacédo de culturas

A rotacao de culturas é um fator importante a ser considerado em lavouras
de producdo de batata, sendo uma estratégia para a reducdo de in6culo de
Streptomyces no solo (PEMBERTON, 1994). Essa forma de manejo esta
relacionada também com a fertilidade e estruturacéo do solo. O uso de rotacao
com culturas ndo hospedeiras da bactéria como, cereais e gramineas,
possibilitam a reducdo da populacdo do patégeno e aumento da difusdo de
oxigénio, muito consumido pelo sistema radicular da batata (JADOSKI, et al.,
2009).
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Em estudo utilizando rotacdo de canola combinada com centeio mostrou
reducdo da severidade da sarna de 20 a 33% quando comparado ao cultivo
continuo de batata (LARKIN; GRIFFIN; HONEYCUTT, 2010).

No caso de manejo da sarna, nem sempre essa medida é utilizada devido
a resisténcia do patdgeno, pois Streptomyces pode manter-se por muito tempo
em uma diversidade de culturas e até mesmo no solo, sobrevivendo
saprofiticamente. Algumas culturas, como beterraba, cenoura, nabo, rabanete e
batata-doce foram consideradas hospedeiras de Streptomyces e, sendo assim,
nao devem ser utilizadas para rotacéo de cultura, pois podem representar fonte
de in6culo para plantios de batata futuros (RODRIGUES NETO; DESTEFANO;
SHIMOYAMA, 2008).

2.5.6. Acidificacao do solo

A reducao do pH do solo é a forma de manejo mais eficaz para prevenir a
sarna comum causada por S. scabiei. Estudos demonstraram que o crescimento
de Streptomyces diminui significativamente quando o pH se mantém entre 5,0 —
5,2 (testes in vitro) (RICH, 1983; LORIA, 1997), porém essa estratégia seria
obviamente ineficaz contra a sarna causada por S. acidiscabies e S.
turgidiscabies, espécies tolerantes a valores baixos de pH (LINDHOLM et al.,
1997). Entretanto, cabe ressaltar, que solos com pH baixo podem agravar
doencas causadas por patdgenos fungicos e também suprimir bactérias
benéficas (WILLIAMS et al., 1971).

A diminuicé@o do pH do solo é muitas vezes efetuada através da utilizagédo
de fertilizantes como o sulfato de amoénio, podendo levar ao aumento da
concentracdo de aluminio soluvel que estimula o crescimento de col6nias de
organismos antagonicos a Streptomyces. Entretanto, a eficacia desse composto
depende de alguns fatores como tipo de solo, temperatura e umidade (MIZUNO;
YOSHIDA; TADANO, 2000; STURZ et al., 2004).

Um fator negativo decorrente dessa pratica € a diminuicdo na

produtividade da batata, uma vez que 0s nutrientes presentes no solo sao
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melhores disponibilizados em pH maiores, proximos a 6,5; e solos mais acidos
limitam o crescimento de espécies que sdo utilizadas na rotagdo de culturas
(LAMBERT; LORIA, 1989b).

2.5.7. Controle Quimico

A alta frequéncia da ocorréncia da sarna da batata nas regides de cultivo
tem levado o produtor a procurar estratégias de controle da doenca, mas a
grande variabilidade patogénica de Streptomyces tem dificultado a obtencéo de
sucesso nos métodos empregados. Consequentemente, na maioria das vezes,
o produtor acaba utilizando alternativas como o uso de produtos quimicos
(D’AGOSTINO; MORANDI, 2008).

Na agricultura nacional e mundial, o controle quimico de pragas é o
método mais utilizado tanto por pequenos quanto por médios e grandes
produtores. Esse método consiste no uso de aplicacbes de um produto de
natureza quimica podendo estar representado por nematicidas, inseticidas,
herbicidas, bactericidas ou fungicidas (WILSON et al., 1999).

Baseando-se no principio em que se fundamenta predominantemente a
sua aplicacdo, os produtos quimicos tém por objetivos: (a) protecdo, onde
substancias sdo aplicadas nas superficies de suscetiveis a doenca, com o fim
de impedir sua manifestagéo; (b) erradicacédo, que tem como principio atuacao
direta sobre o patégeno, na fonte de inéculo ou no hospedeiro doente com a
finalidade de reduzir ou minimizar o inéculo primério; (c) imunizacdo, onde a
aplicacao do produto é feita em plantas sadias com o fim de torna-las imunes as
doencas; (d) quimioterapia, onde ocorre a aplicacdo da substancia em plantas ja
doentes com o fim de cura-las (D’AGOSTINO; MORANDI, 2008).

De acordo com Hosny e colaboradores (2014), a aplicacdo de produtos
quimicos € geralmente o método mais efetivo para controlar a sarna da batata;
no entanto, nenhum produto quimico com total eficacia esta disponivel no

mercado até o momento.
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Espécies de Streptomyces causadoras de sarna geralmente sao
introduzidas em campos de batata por meio de tubérculos infectados
(DIPPENAAR, 1933). Também foram relatados casos onde a bactéria
patogénica estava presente em solos onde ndo havia cultivo de batata
anteriormente. Dessa forma, o controle quimico €, portanto, direcionado ao
controle do patégeno sobre os tubérculos sementes com o objetivo de limitar a
infestacdo do solo antes do plantio (GOUWS, 2006).

Em estudos desenvolvidos por Fischer e colaboradores (2005) foram
analisados in vitro quinze fungicidas contra trés linhagens de S. scabiei. Os
resultados obtidos demostraram que os fungicidas diferiram entre si, porém

todos apresentaram uma baixa eficiéncia no controle da sarna comum.

Resultados encontrados com relacdo a eficacia do tratamento quimico de
tubérculos-semente demostraram que fungicidas como Fluazinam, Flusulfamida
(doses elevadas), Fenipiclonil, Pentacloronitrobenzeno e Mancozeb
proporcionaram bons resultados no controle da sarna. Entretanto a utilizagéo
desses produtos no tratamento do solo no momento do plantio ndo resultou em
dados satisfatérios (WILSON et al., 2008).

Hosny e colaboradores (2014) utilizaram um isolado de Streptomyces que
se mostrou bastante patogénico para avaliar a eficiéncia de sete produtos
quimicos (Rizolex, Capitan, Moncut, Ridomil, Maxim, Topsin e Oxyplus) em
testes realizados in vitro. Os autores relataram que os produtos apresentaram
uma grande variacdo no efeito inibitério sobre o crescimento do patégeno, onde
o melhor produto testado foi o Capitan que inibiu em 33,8% o0 crescimento da

bactéria em placa de Petri.

Em 2014, Layva-Mir e colaboradores realizaram experimentos em campo
com alta incidéncia de sarna onde foram aplicados sete produtos diferentes no
momento do plantio. Os resultados mostraram que os tubérculos que foram
tratados com Fluazinam apresentaram uma menor porcentagem de lesdes
causadas por Streptomyces, diminuindo em 24,16% a severidade da doencga,
corroborando os resultados obtidos por Wilson e colaboradores (2008); e Pung;
Cross (2000), onde ambos estudos verificaram que o Fluazinam provocou

diminuicdo consideravel da severidade da doenca.
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Nos testes realizados por Wilson et al. (2008); Pung; Cross (2000), Fischer
et al. (2005), Hosny et al. (2014) e Leyva-Mir et al. (2014), todos os produtos
testados apresentaram diferencas significativas no controle da sarna da batata,
tanto nos testes in vitro quanto nos testes in vivo. Os relatos acima deixam claro
gue o controle quimico da sarna ndo € um processo simples e eficaz e por isso
outros produtos e métodos devem ser empregados em conjunto para se alcancgar

0 manejo da doenca.

2.5.8. Controle Biologico

O controle biolégico ou o chamado biocontrole pode ser de grande valia
no manejo de doencas das lavouras comerciais, ja que consegue atuar em
algumas situacBes, onde outros métodos de controle ndo atuam ou tem
resultados muito limitados (BETTIOL, 2009).

De acordo com o IBGE (2018) anualmente sao utilizados no mundo
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agrotoxicos. No Brasil 0 consumo
anual tem sido superior a 300 mil toneladas. Nos ultimos quarenta anos houve
um aumento no consumo de agrotoxicos de 700%, enquanto a area agricola

aumentou 78% no mesmo periodo.

Os custos elevados de defensivos quimicos, os maleficios atribuidos a
saude do produtor e ao meio ambiente, provindo da ma utilizacdo desses
produtos, além da perda de eficiéncia por causa da inducdo de resisténcia
microbiana (BETTIOL, 2009) fizeram com que profissionais e pessoas
envolvidas no processo de producdo buscassem cada vez mais alternativas de
controle de doencas de plantas. Essas estratégias devem, ao mesmo tempo, ser
de custo atraente e nao representar perigo ao produtor, consumidor e ao
ambiente no qual estd inserido o sistema de producdo (GRIGOLETTI, 2000).
Dessa forma, a utilizacéo de agentes bioldgicos toma posi¢ao de destaque nesse

cenario alternativo de métodos de controle (PARNELL et al., 2016).

Espécies ndo patogénicas de Streptomyces capazes de produzir

antibidticos e enzimas extracelulares tem sido utilizadas como agentes de
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controle contra a sarna (LIU et al., 1995; NEENO-ECKWALL et al., 2001;
SCHOTTEL et al., 2001; DOUMBOU et al, 2001; BEAUSE JOUR et al., 2003).
Ryan e colaboradores (2004) mostraram que linhagens de Streptomyces sp.
variaram na eficacia como antagonistas, dependendo da diversidade
populacional, agressividade do patdgeno bem como da cultivar de batata,
sugerindo que o biocontrole em campo possui grandes desafios. Estudo
realizado por Zadeh e colaboradores (2006) mostrou que duas espécies nao
patogénicas, Streptomyces olivaceus e Streptomyces plicatus mostraram-se
bons antagonistas de S. scabiei e S. acidiscabies. Hiltunen e colaboradores
(2011) realizaram estudo utilizando duas linhagens nao patogénicas de
Streptomyces (346 e K61) contra uma linhagem de S. turgidiscabies, em casa
de vegetacédo, observando que as linhagens ndo patogénicas foram capazes de
inibir o aparecimento de lesGes nos tubérculos, controlando a doenca causada
pela bactéria. Ainda, Otto-Hanson e colaboradores (2013) concluiram que, ao
usar diferentes combinacdes de antagonistas do género de Streptomyces em
conjunto com uréia, os resultados de inibicdo do patégeno podem ser melhores

em comparacao com os testes realizados somente com o antagonista.

Fungos do género Trichoderma também podem ser utilizados como
agentes de biocontrole. O emprego de Trichoderma foi viabilizado apés décadas
de pesquisas para o desenvolvimento de formulacdes estaveis (LOBO JUNIOR
et al.,, 2009; JOSHI et al., 2010). Esses fungos possuem rapido crescimento
sobre a matéria organica presente no solo competindo com o fitopatégeno por
espaco para se desenvolver, além de produzir antibiéticos como quitinases,
proteases, celulases, entre outros (TAVARES, 2009). Dentre o género
Trichoderma, os mais utilizados para o controle biolégico sédo: T. harzianum, T.
virens e T. viride (HERMOSA et al., 2000; SILVA e MELLO, 2007). O estudo
realizado por Yossen e colaboradores (2011) avaliou o uso de T. harzianum para
o controle da sarna da batata, mostrando diminuigéo na severidade da doenca,

principalmente quando usado junto com Bacillus subitilis.

Bactérias do género Pseudomonas inibiram o crescimento de S. scabiei
in vitro e diminuiram a expressao de genes relacionados a sintese de taxtomina
em testes realizados em casa de vegetacéo (ST-ONGE et al., 2011). Em regides
produtoras da India, Singhai e colaboradores (2011) testaram quatro linhagens
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de Pseudomonas e verificaram que as mesmas proporcionaram melhor
crescimento e rendimento das plantas, além de reduzir de maneira significante

a incidéncia da sarna.

Linhagens de Bacillus sp. também sao utilizadas para o controle da sarna
causada por Streptomyces. O Bacillus sp. sunhua reduziu de 35% a 75% a taxa
de infeccdo (HAN et al., 2005). Estudos com Bacillus amyloliquefaciens BACO03
demonstraram também reducdo na severidade da sarna de 17 a 57%,
melhorando o crescimento dos tubérculos de batata (MENG et al., 2013).
Camparoni (2015) verificou, em testes in vitro, que linhagens de Bacillus subtilis
apresentaram resultados positivos de antagonismo contra de linhagens de S.

scabiei.

2.5.9. Bacillus subtilis

O uso de microrganismos para controle biolégico de doencas em plantas
vem sendo amplamente estudado no mundo. Nesse contexto, o uso de
procariotos como agentes antagbnicos contra fitopatdégenos tem se mostrado
uma boa alternativa no manejo integrado. Muitos estudos estao sendo realizados
visando o uso de Bacillus subtilis, uma bactéria habitante do solo (LANNA FILHO
et al., 2010). S&o bactérias gram-positivas, aerdbias facultativas, né&o
fotossintetizantes e sua maior atividade acontece em temperaturas médias de
25 a 35 °C, além disso, possuem grande capacidade de produzir esporos em
condicbes adversas (POTER, 1976). O enddsporo é resistente a agressdes
exdgenas e pode permanecer intacto por muitos anos (CANO et al., 1995), sendo
uma ferramenta importante para a sobrevivéncia das populaces de B. subtilis
(STRAGIER; LOSICK, 1996; HENRIQUES et al., 2000).

Bacillus subtilis pode ocupar diferentes nichos ecolégicos em associagao
com plantas, estabelecendo-se na rizosfera, rizoplano, filoplano e nos tecidos
internos, onde consegue se multiplicar, e sobreviver se protegendo do restante
da microflora (ONGENA et al., 2007; CAMPOS SILVA et al., 2008). Ainda,
células de B. subtilis destacam-se por possuir capacidade natural para secretar

antibiotico (bacitracina) e biosurfactante (surfactina) que sdo compostos de alto
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valor biotecnoldgico (JONK et al., 2014). Além de produzir metabdlitos
extracelulares de grande relevancia, B. subtilis desempenha funcdes de alta
aplicabilidade na area agricola. Possui a capacidade de interagir de forma
mutualistica benéfica com o rizoma das plantas, sendo classificado como um
bioregulador e promotor de crescimento (JAMIL, 2007; ARAUJO et al., 2005).

2.5.10. Promocéao de crescimento em plantas por Bacillus subtilis

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) colonizam
as raizes de plantas e induzem um aumento no crescimento vegetal. Entre os
mecanismos pelo qual RPCP podem exercer efeitos benéficos nas plantas estéo
absorcdo de nutrientes, principalmente o fésforo, através da solubilizacdo de
fosfatos; sintese de fitohorménios, tal como o acido indol acético (AlA) (VESSEY,
2003); controle dos efeitos de patdgenos pela producdo de substancias
inibitérias, excluindo-os das raizes pela concorréncia ou por inducdo de
resisténcia sistémica (COMPANT et al., 2005).

Bacillus subtilis tem sido considerado um excelente agente de biocontrole
possuindo grande potencial para reduzir diretamente a incidéncia de doencas,
sendo utilizado comercialmente contra enfermidades de plantas (NGUGIA et al.,
2005; YAO et al., 2006). Essa bactéria apresenta outros efeitos positivos sobre
as culturas, como a promoc¢ado de crescimento, nutricdo (biofertilizantes e
fitoestimuladores) e facilitacdo a interacdo entre a planta hospedeira e outros
organismos benéficos (ANTOUN; PREVOST, 2006).

A promocgéo de crescimento ocasionada por B. subtilis é resultado do
aumento da fixacdo de nitrogénio, nutrientes e melhoria nas condicées do solo
(LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010)

Dados de literatura mostraram que isolados de B. subtilis possuem a
capacidade de conduzir a regulacado hormonal de plantas, controlando assim, o
crescimento radicular pela sintese de auxina, giberelina e citocinina.
Adicionalmente, a associacdo benéfica proporciona o aumento fisiolégico de

metabdlitos que desencadeiam a sensibilidade do sistema radicular as
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condi¢cbes externas, proporcionando a facilitacdo da percepcéo e absorcdo de
nutrientes (MANJULA; PODILE, 2005).

A importancia de RPCRs na agricultura foi apresentada primeiramente por
Kloepper e Schroth (1980) e, a partir disso muitas pesquisas em todo o mundo
foram e estdo sendo feitas para investigar os mecanismos, modos de acdo,
fisiologia e bioquimica dessas bactérias, em busca de uma melhor compreensao
sobre os detalhes da mecanica empregada por RPCPs para promover o
crescimento de plantas (GOSWAMI et al., 2016; PETERSON et al, 2016). Esse
entendimento permitiu o uso pratico dessas bactérias na agricultura em forma de
produtos formulados (JHA e SARAF, 2015). Apesar do enorme potencial
econdmico e ambiental desses produtos, sua utilizagcdo nos campos ainda é
muito restrita (PARNELL et al. 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar produtos quimicos e biolégicos no controle da sarna da batata

causada por Streptomyces spp.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos dos produtos quimicos e bioldégicos comerciais no
crescimento de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata
por meio de testes in vitro e in vivo (casa de vegetacao);

e Avaliar o potencial antagonico de linhagens de (Bacillus subtilis IBSBF
898 e 896) no controle de Streptomyces;

e Investigar o efeito do tratamento de tubérculos-semente com micro-
organismos promotores de crescimento (Bacillus subtilis IBSBF 898 e
896) sobre a incidéncia de sarna em batata por meio de experimentos em

casa de vegetacao.
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4.1. Linhagens

27

Foram utilizadas as linhagens de Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) e

Streptomyces sp. (IBSBF 2959), cedidas pela Colecdo de Culturas de

Fitobactérias do Instituto Biologico (IBSBF), Campinas, SP. Essas linhagens

foram selecionadas pelo alto grau de patogenicidade observado em estudo

anterior (CORREA, 2011) (Tabela 1).

Nos testes de antagonismo e promocao de crescimento foram utilizadas

duas linhagens de Bacillus subtilis, IBSBF 896 e 898, selecionadas como

promotoras de crescimento de acordo com resultados de estudo anterior

(CAMPARONI, 2015).

Tabela 1. Linhagens de Streptomyces utilizadas nesse estudo.

IBSBF Procedéncia Cultivar Micromorf. hifas Cor da colbnia Patogenicidade
em

minitubérculos
2950 Canoinhas (SC) Asterix Espiral Cinza/ branca +++
2959 Canoinhas (SC) Agata Espiral Marrom escura / +++

bordas
avermelhadas

IBSBF - Colecédo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico, Campinas, S&o Paulo. Teste de

patogenicidade em minitubérculos (+++) alta agressividade, de acordo com Corréa (2011).
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Os diferentes produtos quimicos e biolégicos comerciais foram testados

de acordo com as recomendac0Oes dos fabricantes (Tabela 2).

Tabela 2. Produtos quimicos e biolégicos, dosagens utilizadas nesse estudo.

. o Doses in
Produtos Composigao Empresa Doses in vitro Vivo
(em vasos)
SERENADE® | Bacillus subtilis Bayer S.A. 0,123,456 4Lih4
linhagem (QST 100 L
713)
FROWNCIDE
500 SC® Fluazinam Iharabras S.A. 0.1,23456L 3 L/ha
P 100 L
Industrias
Quimicas
MONCUT® Flutolanil Iharabras S.A. 0.1,23456L
P 100 L
Industrias
Quimicas
ROVRAL® Iprodiona FMC Quimica 0, 10, 100, 1.000,
do Brasil Ltda. 2000 e 4.000 mL/100
L
Mancozebe do Brasil Ltda. 2.000 e 4.000 g/100
L
ZIGNAL® Fluazinam FMC Quimica 0, 10, 100, 500,
do Brasil Ltda. 1.000, 2.000 mL/100
L
QUARTZO® Bacillus subtilis FMC Quimica 0,10, 100, 200, 400
Bacillus do Brasil Ltda. e 1.000 g/100 L
licheniformis
MANCOZEB® Mancozebe EMC Quimica 0, 10, 100, 2.000,

do Brasil Ltda.

4.000 e 6.000 g/100
L
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A avaliacao do efeito dos produtos comerciais na inibicdo do crescimento
de linhagens de Streptomyces fitopatogénicas foi realizada primeiramente em

testes in vitro como um screening.

O produto Frowncide 500 SC® foi selecionado por ser um fungicida
recomendado pelo fabricante para o controle da sarna da batata causada por
Streptomyces scabiei. De acordo com registros encontrados na literatura, sua
eficiéncia é considerada alta (Hosny et al., 2014). O produto Zignal® também foi
selecionado por possuir o mesmo principio ativo (Fluazinam) que o Frowncide

500 SC® e recomendado para o controle da sarna.

O fungicida Rovral SC® é comercializado para controle da pinta preta em
batata (Alternaria solani); possuindo eficacia no controle desse fungo de acordo

com Liu e colaboradores (2007).

No presente estudo foi testado também o produto Galben M®, fungicida
sistémico recomendado para requeima da batata (Phytophthora infestans),
contendo como principio ativo o Benalaxil e Mancozebe. Embora nédo ha relatos
do emprego de Banalaxil no controle da sarna, o produto Mancozebe ja foi
testado por Hosny e colaboradores (2014) para controle de S. scabiei. Dessa
forma, decidiu-se testar a combinacdo acima e também apenas o Mancozebe®,

fungicida de contato sem recomendac¢ao para doencas em batata.

Outro fungicida testado foi o produto Moncut®, recomendado pelo
fabricante apenas para controle de rhizoctoniose (Rhizoctonia solani) em batata.
Entretanto, Hosny e colaboradores (2014) relataram que o referido fungicida
apresentou efeito inibitério em testes, in vitro, sobre 14 linhagens de S. scabiei

isoladas no Egito.

Com relacdo aos produtos biolégicos foram selecionados os produtos
Serenade®, considerado fungicida/bactericida microbiolégico e Quartzo®, um
nematicida microbiolégico. Ambos produtos contém em suas formulacdes
linhagens de Bacillus subtilis, entretanto, ndo sao recomendados para o controle

de sarna da batata.
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4.3. Avaliacao de produtos quimicos e biolégicos comerciais nainibicdo do
crescimento de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata —

Testes in vitro.

Nos ensaios in vitro, somente a linhagem de Streptomyces sp. (IBSBF
2959) foi testada. A bactéria foi cultivada em meio YME (extrato de levedo 4 g,
extrato de malte 10 g, glucose 4 g, agar 18 g, agua destilada g.s.p. 1000 mL, pH
7,2) a 28 °C por 14 dias. Posteriormente, foi efetuada uma suspenséao bacteriana
onde os esporos foram raspados com o auxilio uma alca descartavel e

adicionados em 1,5 mL de agua destilada esterilizada.

Uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana foi adicionada e
espalhada com ajuda de uma al¢a de Drigalski em placas de Petri 60 X 15 mm
contendo meio YME. Em seguida, discos de antibiograma esterilizados (diametro
de 0,5 cm) foram colocados no centro das placas e sobre eles foram adicionados
20 pL dos produtos em diferentes concentracdes (Tabela 2). As placas foram,
entdo, colocadas em estufa a 28°C e apds sete e 14 dias foram medidos os halos
de inibicdo de crescimento com paquimetro. Os experimentos foram efetuados
com cinco repeticdes e a média dos valores obtidos para cada concentracdo de
produto testado foi utilizada para se estabelecer a porcentagem de inibicdo de
crescimento/esporulacao da bactéria. Os célculos foram realizados com base na

seguinte férmula:

Area da placa de Petri 60 X 15 Porcentagem de crescimento da

. N bactéria:
e area do halo de inibicéo:

) Area placa — Area halo
A=nr - .100
Area placa

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Duncan,
com nivel de significancia (P < 0,05), empregando-se o programa Assistat.
Também foi realizada a analise de regressao, para se verificar a relagdo entre

as variaveis.
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4.4. Avaliacdo de produtos quimicos e biolégicos comerciais para controle

da sarna da batata - Testes in vivo (casa de vegetacao)

O produto quimico Frowncide 500 SC® e o produto biolégico Serenade®
foram testados, in vivo, em experimentos em casa de vegetacdo contra as
linhagens S. scabiei (IBSBF 2950) e Streptomyces sp. (IBSBF 2959).

No plantio foi utilizada a cultivar Agata, considerada a mais suscetivel
segundo relatos de literatura (FISCHER et. al., 2005).

Os tubérculos de batata foram desinfestados com NaOCI 0,5%, por 15
minutos, sob agitacdo; com posterior lavagem em agua destilada esterilizada,
por 15 minutos, sob agitacdo, para a retirada da solugdo de hipoclorito da
superficie do tubérculo.

As linhagens de Streptomyces (S. scabiei IBSBF 2950 e Streptomyces sp.
IBSBF 2959) foram cultivadas em meio YME a 28 °C por 14 dias. Ap6s o
crescimento, os esporos de cada placa foram raspados, adicionados a 17 mL de
Solucdo Say 2X esterilizada (40 g de sacarose; 2,4 g de asparagina; 1,2 g de
K2HPO4 e 20 g de extrato de levedura; g.s.p. 1 L de 4gua destilada esterilizada)
e transferidos para sacos plasticos contendo 100 cm? de vermiculita expandida
esterilizada. O indculo em vermiculita foi mantido a 28 °C por 14 dias, agitando-
se 0s sacos em dias alternados durante a incubacéo. Apds o crescimento
bacteriano, o indculo em vermiculita (100 cm3) foi adicionado a 1.200 cm?® do
substrato Golden Mix Misto (fiboras de mesocarpo de casca de coco) e
cuidadosamente homogeneizado.

No plantio, vasos de 15 cm de diametro (3 L) foram parcialmente
preenchidos com 700 cm? do substrato sem in6culo e um volume de 1.300 cm?
da mistura de substrato com inéculo de Streptomyces foi adicionado ao vaso. A
seguir, um tubérculo de batata foi plantado na camada contendo o indculo. As
aplicacdes dos produtos foram efetuadas no momento do plantio (aplicando-se
o produto no sulco, apds a colocagéao do tubéculo) e durante a amontoa (apos
30 dias) por pulverizagcéo e as dosagens testadas estao descritas na Tabela 2.
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Como controles negativos foram realizadas duas formas de plantio, um
com apenas o tubérculo sem presenca de indculo bacteriano e sem aplicacdo do
produto, e outro sem presenca de indculo bacteriano porém com a aplicagdo do
produto. J& como controle positivo foi realizado o plantio com apenas a presenca

do in6culo bacteriano.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo e as plantas foram
irrigadas com turno de rega em dias alternados com 80 mL de agua por vaso. A
adubacado foi realizada a cada 15 dias, adicionando-se 3 g de fertilizante
PlantProd 10-52-10 (enraizamento e floragdo) para cada litro de agua utilizada
na irrigagéo. Foram realizadas sete repeticdes para cada tratamento.

Apbs trés meses de crescimento (senescéncia), as batatas foram
colhidas; pesadas e foram contados os numeros de tubérculos presentes por
vaso; além de avaliadas quanto ao aparecimento dos sintomas de sarna. A
severidade da doenca foi avaliada por meio de notas que representam uma
determinada porcentagem da superficie de cada tubérculo com sintomas de
sarna comum, baseadas na escala diagramética de James (1971) adaptada por
Garcia (2008), variando de 1 a 5 (1= 0% da superficie do tubérculo coberta com
sarna; 2=0,1a1,0%; 3=1,1 a 10%; 4= 10,1 a 25% e 5= 25%-50 ou mais) (Figura
3). Os valores de severidade foram obtidos por meio da média aritmética das
notas atribuidas a todos os tubérculos produzidos com diametro igual ou superior
a 2,5 cm. Os experimentos foram realizados no periodo de mar¢co a dezembro
de 2017.

As notas de porcentagem da area com lesdes foram submetidas a anélise
estatistica de Duncan (P < 0,05). E nos testes realizados com o produto
Serenade® foi verificado também se houve diferenca na quantidade e no peso

dos tubérculos.

Figura 3. Escala diagramética
Porcentagem de éarea do para avaliacdo de percentual de
tubéreulo coberta por lesao 1 area do tubérculo cobertas por
lesdes de sarna (James,1971),

modificado por Garcia (2008).
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4.5. Potencial antagbnico de linhagens de Bacillus subtilis no controle da

sarna da batata

A avaliacdo do potencial antagdnico de linhagens de B. subtilis (IBSBF 896 e
898) foi avaliada por meio do método de pareamento de culturas, de acordo com
Kefi e colaboradores (2015).

A duas linhagens de Streptomyces (IBSBF 2950 e 2959) foram semeadas em
meio de cultivo YME, incubadas a 28 °C por sete dias, enquanto que as linhagens
de B. subtilis foram semeadas em NA, incubadas a 28 °C por 48 horas. Apés
crescimento bacteriano das linhagens, discos com 7 mm de diametro foram
cortados das placas de Streptomyces, colocados sobre uma nova superficie de
meio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar — DIFCO) e um tragado em linha reta
contendo uma massa bacteriana de B. subtilis foi efetuado na parte central da
placa. Os testes foram realizados com cinco repeticdes e as avaliagbes foram
efetuadas no sétimo e 14° dia. Os resultados foram interpretados de acordo com
a equacao proposta por Korsten e colaboradores (1995):

Porcentagem de inibicdo de crescimento:

R1—R2

PICR = .
R1

100

Onde: R1= crescimento do patégeno (cm); R2= crescimento do antagonista (cm).
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4.6. Avaliacdo do efeito do tratamento de tubérculos-semente com
microrganismo promotor de crescimento (Bacillus subtilis) sobre a

incidéncia da sarna da batata

A avaliacéo do efeito do tratamento de tubérculos-semente com linhagens
de Bacillus subtilis IBSBF 896 e 898 foi efetuado com o objetivo de verificar se 0

microrganismo tem algum efeito sobre a incidéncia da sarna da batata.

Os tubérculos-semente da cultivar Agata foram desinfestados de acordo
com o descrito no item 4.4. Em seguida, os minitubérculos foram secos a
temperatura ambiente e, posteriormente, suspensdes bacterianas das linhagens
de B. subtilis foram preparadas na concentracdo de aproximadamente 108 UFC.
mL?! (ajustadas de acordo com a escala de Mc Farland). Em seqguida, os
tubérculos foram imersos nessas suspensdes por aproximadamente vinte
minutos e plantados em vasos com 15 centimetros de diametro preenchidos com
substrato Golden Mix Misto (fiora de coco) e inéculo de linhagens de
Streptomyces (de acordo com metodologia descrita no item 4.4). Imediatamente
apos o plantio, os vasos foram regados com 80 mL da suspencao bacteriana de
B. subtilis e, posteriormente, mantidos em casa de vegetacéo, sendo irrigados
em dias alternados com 80 mL de agua por vaso.

Como controles foram utilizados (a) vasos com tubérculos-semente sem
adicao da suspenséo da linhagem de B. subtilis (IBSBF 896 ou 898), porém com
a presenca do inéculo de Streptomyces para avaliagdo da reducdo ou ndo dos
sintomas da doenca; (b) vasos com tubérculos-semente imersos na suspensao
da linhagem de B. subtilis sem adicdo do fitopatdgeno para avaliacdo da
promocdo de crescimento da planta; (c) vasos com apenas 0s tubérculos
sementes sem adicdo da suspensdo de B. subtilis e sem in6culo de
Streptomyces.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete
repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por um vaso com um tubérculo
semente. Apés trés meses de crescimento, as batatas foram colhidas e avaliadas
quanto a promoc¢ao de crescimento e quanto ao aparecimento dos sintomas de
sarna de acordo com a escala diagramatica de James (1971), modificado por
Garcia (2008). Os valores de severidade da doenca foram obtidos por meio da
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meédia aritmética das notas atribuidas a todos os tubérculos produzidos com

diametro igual ou superior a 2,5 cm.

As notas de porcentagem da area com lesdes foram submetidas a analise
estatistica de Duncan (P < 0,05). E foi verificado também se houve diferenca na
quantidade e no peso dos tubérculos utilizando o programa de estatistica

Assistat.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacéo de produtos quimicos e biolégicos comerciais nainibi¢cdo do
crescimento de linhagens de Streptomyces associadas a sarna da batata -

Testes in vitro.

O efeito de produtos quimicos e biolégicos comerciais sobre o
crescimento de uma linhagem de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) foi avaliado
por meio de testes in vitro, onde foram testados oito produtos em cinco diferentes

concentracoes

5.1.1. Produtos quimicos

5.1.1.1. Produto Frowncide 500 SC®:

O produto Frowncide 500 SC® foi testado nas concentracdes 1 L/100 L;
2 L/100 L; 3 L/100 L; 4 L/100 L e 5 L/100 L. Em todas as dosagens testadas
verificou-se o aparecimento de halo de inibicdo de crescimento da bactéria,
sendo que o melhor resultado foi observado na dosagem de 2 L/100 L, que

apresentou 60,29 % de inibicdo do crescimento da bactéria (Figura 4, Tabela 3).

Figura 4. Efeito do produto Frowncide 500 SC® sobre o crescimento de Streptomyces sp.
(IBSBF 2959). (A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dosel L/100 L;
(C) Dose 2 L/100 L; (D) Dose 3 L/100 L; (E) Dose 4 L/100 L; (F) Dose 5 L/100 L.
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Tabela 3. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto
Frowncide 500 SC®.

Repeti¢cbes 1L/100 L 2L/100 L 3L/100 L 4L/100L 5L/100L
1 3,75 4,75 3,95 4,85 5,00
2 3,40 5,00 2,45 2,80 4,50
3 3,50 4,60 3,10 5,00 4,80
4 3,85 4,35 2,65 4,10 3,95
5 2,70 4,60 4,85 2,80 2,70
Médias* 3,44 Db 4,66 a 340D 3,91 ab 4,19 ab
% inibic&o 32,83% 60,29% 32,09% 42,21% 48,44%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).

Baseado nos dados da regressao podemos observar linha de tendéncia
polinomial, mostrando variancia no efeito do produto sobre a inibicdo da bactéria.

A melhor dosagem para a inibicdo de crescimento da linhagem de Streptomyces
sp. (IBSBF 2959) ficou entre 1,5 L/ 100 L e 2 L/100 L (Figura 5).

Frowncide
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Figura 5: Gréfico de regresséo polinomial do produto Frowncide 500 SC®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacao de reta

e coeficiente de determinacao de R2.
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O fungicida Frowncide 500 SC®, possui como principio ativo o Fluazinam,
recomendado para o controle da sarna comum causada por Streptomyces
scabiei. De acordo com sua bula, o produto pode ser aplicado tanto em dose
tnica 3,0 L/ha, quanto em dose parcelada 2,0 L/ha no plantio, mais 1,0 L/ha na
amontoa. De acordo com a bula e os resultados obtidos na regresséo, a melhor
maneira de se obter um controle mais eficaz da bactéria seria a aplicacdo do
produto em dose parcelada, ja que a regressdo mostra que o produto € eficaz na
dose entre 1,5 e 2 L/ 100 L, sendo assim a dose parcelada vai ser aplicada no
plantio e amontoa promovendo um tempo maior do produto em contato com a

bactéria no solo.

Nos testes in vitro, o produto demonstrou efeito de inibicdo de crescimento
da bactéria em todas as dosagens testadas. Resultados semelhantes foram
observados em estudo realizado por Orduiio-Cota e colaboradores (2011), onde
testaram 22 fungicidas para inibir o crescimento de Streptomyces scabiei, dentre
0s produtos testaram o Fluazinam nas doses de 0; 100; 1.000; 2.000; 3.000;
4.000; 5.000; 6.000; 7.000; 8.000; 9.000 e 10.000 ppm, apresentando efeito
inibitério a partir da dose de 100 ppm. Sendo o produto quimico testado que
possuiu maior eficiéncia para o controle do patégeno nos testes realizados,
assim como nesse estudo. Porém, o grafico apresentado no trabalho de Ordufio-
Cota e colaboradores (2011) apresenta linha de tendéncia linear, mostrando
guanto maior a dose usada do produto, maior o efeito na inibicdo do crescimento
da bactéria, fato que néo foi observado nesse trabalho.

Sendo que nos testes realizados por Ordufio-Cota (2011) o maximo de
inibicdo que o Fluazinam provocou foi de aproximadamente 23% na dose de
10.000. Enquanto no presente estudo foi observada inibicdo de 60,29% no

crescimento da bactéria na dose de 2 L/ 100 L.

O Fluazinam também se mostrou eficaz em experimento in vitro realizado
por Fischer et al., (2005), onde testaram 15 diferentes fungicidas para inibir o
crescimento de trés linhagens de Streptomyces scabiei, nas doses de 1 e 10
ppm. Dentre os produtos testados apenas Chlorothalonil e Fluazinam inibiram

completamente o crescimento da bactéria a 1 ppm.
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Com os resultados obtidos no teste in vitro e de acordo com a literatura é
possivel dizer que o produto Frowncide 500 SC®, é um produto em potencial para
realizar o controle da sarna da batata. Porém outros testes devem ser realizados

para resultados conclusivos.

5.1.1.2. Produto Zignal®:

Nos experimentos realizados com o produto Zignal® foram testadas as
doses de 10, 100, 500, 1.000, 2.000 mL/100 L. Além de se verificar halos de
inibicdo, também foi possivel a observacéo de halos e inibicdo de esporulacgéo,
guando comparados ao controle em todas as doses testadas (Figuras 6, Tabela
4).

Figura 6. Efeito do produto Zignal® sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
(A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dose 10 mL/100 L; (C) Dose 100 mL/100 L;
(D) Dose 500 mL/100 L; (E) Dosel.000 mL/100 L; (F) Dose 2.000 mL/100 L.
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Tabela 4. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento

de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Zignal®.
10 mL/ 100 mL/ 500 mL/ 1.000mL/ _ 2.000 mL/

Repeticdes 100 L 100 L 100 L 100 L 100 L

1 1,55 1,30 1,50 1,70 2,00

2 1,70 1,55 1,70 1,70 1,10

3 1,45 1,50 1,35 1,65 1,90

4 1,45 1,80 1,50 1,75 1,80

5 1,40 1,50 1,65 1,70 2,35
Médias* 151a 1,53 a 1,54 a 1,70 a 1,83 a
% Inibic&o 6,19% 6,29% 6,54% 7,99% 9,09%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

(P<0,05).

De acordo com a medida dos halos e a analise de regresséo, o produto

apresentou comportamento linear nas doses que foram testadas (Figura 7),

significando que quanto maior a dose, maior o efeito de inibicdo no crescimento

da bactéria. Sendo a dose testada de 2.000 mL/ 100 L a mais eficaz, inibindo o

crescimento da bactéria em 9,09%. Assim como nos experimentos realizados

por Ordufio-Cota e colaboradores (2011) onde o produto Fluazinam também

apresentou comportamento linear. Porém ao realizar a analise estatistica de

Duncan foi possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos testados.
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Figura 7. Grafico de regresséo linear do produto Zignal®, média das medidas

dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacdo de reta e

coeficiente de determinacéo de R2.
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De acordo com a bula, o produto Zignal® é recomendado para o controle
da sarna comum. Seu principio ativo também € o Fluazinam, porém quando
comparado com o produto Frowncide 500 SC®, mostrou-se menos eficiente no
poder de inibicdo do crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959). Enquanto
a dose de 2 L/ 100 L do Frowncide 500 SC® mostrou inibicdo de 60,29%, a

melhor dose do Zignal® inibiu 9,09%.

5.1.1.3. Produto Rovral®:

O produto Rovral® também foi avaliado em cinco diferentes concentracées
(10, 100, 1.000, 2.000 e 4.000 mL/100 L). Nos testes realizados utilizando-se a
dose de 10 mL/100 L n&o foi possivel a observacdo de halo de inibicdo de
crescimento de Streptomyces sp. (IBSBF 2959), porém visualmente pode-se
observar reducdo na esporulacdo da bactéria quando comparada a placa
controle, fato que foi observado na dose de 100 mL/ 100 L também. Nas
dosagens de 1.000, 2.000 e 4.000 mL/100 L o crescimento bacteriano foi similar
ao controle porém, pequenos halos de inibicdo foram observados (Figuras 8;
Tabela 5).

Figura 8. Efeito do produto Rovral® sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
(A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dose 10 mL/100 L; (C) Dose 100 mL/100 L;
(D) Dose 1.000 mL/100 L; (E) Dose 2.000 mL/100 L; (F) Dose 4.000 mL/100 L.
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Tabela 5. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento

de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Rovral®.
Repeticbes 10 mL/ 100 mL/ 1.000 mL/ 2.000 mL/ 4.000 mL/

100 L 100 L 100 L 100 L 100 L

1 0 0,30 1,00 1,00 0,92

2 0 0 1,05 0 0,70

3 0 1,00 1,00 1,00 1,00

4 0 0 1,00 0 1,00

5 0 0 1,40 0,90 1,00
Médias* 0,00d 0,26 cd 1,09 a 0,58 bc 0,92 ab
% Inibic&o 0% 0,18% 3,22% 0,88% 2,30%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).

De acordo com a Tabela 5 e analise de regressdo concluiu-se que a
melhor dose encontrada para inibicdo de crescimento da bactéria foi de 1.000
mL/100 L, possuindo diferenca siginicativa dentre as demais doses testadas de
acordo com a analise de Duncan, onde observou-se 3,22%de inibicdo. O grafico
apresentado abaixo demonstra linha de tendéncia polinomial onde hd um declive
no efeito inibitério do produto apés a dosagem de 1.000 mL/100 L, porém seu

efeito volta a aumentar a partir da dosagem de 3.000 mL/100 L (Figura 9).
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Figura 9. Gréfico de regressdo polinomial do produto Rovral®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacéo de

reta e coeficiente de determinacao de R2.
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O fungicida Rovral® possui como principio ativo a Iprodiona. Na cultura da
batata esse produto é empregado apenas para o controle da Alternaria solani,
fungo responsavel por causar a chamada pinta-preta. De acordo com LIU e
colaboradores (2007), esse produto apresentou 86,11% de controle dessa
doenca em solaniceas. Os autores concluiram também que esse produto
misturado com linhagens de Bacillus subtilis causou aumento na capacidade de

controle.

Na literatura ndo ha registro do uso desse fungicida para o controle da
sarna da batata. Os testes in vitro realizados mostraram que a Iprodiona foi
pouco eficaz na inibicdo do crescimento de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) com

apenas 3,22% de inibicdo do crescimento da bactéria.

5.1.1.4. Produto Galben M®:

O produto Galben M® foi testado nas doses de 10, 100, 1.000, 2.000 e
4.000 ¢g/100 L e foi possivel observar halos de inibicdo de crescimento da
bactéria em todas as dosagens testadas, sendo 1.000 g/100 L a responsavel
pelos maiores valores dos halos de inibicdo observados, resultando em 11,99%
de inibic&o, apresentando diferenca siginificativa apenas com a dose de 10 g/100
L (Figura 10, Tabela 6).

Figura 10. Efeito do produto Galben M® sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF
2959). (A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dose 10 g/100 L;
(C) Dose 100 g/100 L; (D) Dose 1.000 g/100 L; (E) Dose 2.000 ¢/100 L;
(F) Dose 4.000 g/100 L.
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Tabela 6. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de
crescimento de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracfes
do produto Galben M®.

Repeticbes 10g/100L 100g/100L 1.000g/100L  2.000g/100L  4.000 g/100 L

1 0,20 1,50 1,70 1,95 1,85

2 1,10 1,85 1,90 2,15 2,00

3 1,25 1,90 2,25 2,15 2,05

4 0,25 2,10 2,25 1,90 1,95

5 0,35 1,75 2,30 2,00 2,15
Médias* 0,63 b 1,82 a 2,08 a 2,03a 2,00 a
% Inibicé&o 0,99% 9,09% 11,99% 11,54% 11,11%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).

Na andlise de regressdo abaixo pode-se observar linha de tendéncia
polinomial, demonstrando que o produto pode variar o seu efeito dependendo da
dose aplicada, indicando que a concentracdo com maior efeito de inibicdo de
crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959) ficaria entre as dosagens de
3.000 e 3.500 g /100 L. Dado que se assemelha com o indicado na bula, onde a
dose do produto recomendada € de 3,0 Kg/ ha para requeima (Figura 11).
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Figura 11. Gréfico de regressdo polinomial do produto Galben M®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacdo de

reta e coeficiente de determinagdo de R2.
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O produto Galben M® tem em sua composi¢do Benalaxil e Mancozebe,
sendo indicado para cultura da batata apenas para o controle da requeima,
doenca causada pelo fungo Phytophthora infestans. O principio ativo Benalaxil
nao estd indicado para a sarna da batata, e ndo ha registros literarios que
indiguem seu emprego no controle dessa doenca. Porém, o principio ativo

Mancozebe ja foi descrito na literatura para controle de Streptomyces.

De acordo com Davidse e colaboradores (1988), o Benalaxyl mostrou
atividade de controle contra cepas resistentes de Phytophthora infestans. Ja o
principio ativo Mancozeb foi testado por Hosny e colaboradores (2014), contra a
sarna da batata em uma formulacdo junto com Metalaxil nas doses de 1.500;
3.000 e 6.000 ppm. Nos testes in vitro o produto promoveu 2 % de inibicdo da
bactéria sendo o terceiro fungicida testado com maior eficiéncia. JA no presente
estudo o Mancozeb junto com o Benalaxil conseguiu inibir o crescimento da
bactéria em 11,99% na dose de 1.000 g/ 100 L. Mostrando que o principio ativo

Mancozeb tem maior eficacia junto ao Benalaxil do que com Metalaxil.

O Mancozeb também proporcionou controle da sarna em experimentos
no campo desenvolvidos na Australia, quando feito o tratamento dos tubérculos
sementes com o produto antes do plantio e apos, diminuindo a incidéncia da
doenca em até 92% nos campos (PUNG; CROSS, 2000).

5.1.1.5. Produto Mancozeb®:

O produto Mancozeb® foi testado nas dosagens de 10 g/ 100 L,
100 g/ 100 L, 2.000 g/ 100 L, 4.000 g/ 100 L, 6.000 g/ 100 L, e em todas as
concentracfes foram observados halos de inibicdo de crescimento da bactéria.
Cabe salientar, que o produto causou diminuicdo de esporulacao nas dosagens
de 4.000 e 6.000 g/100 L quando comparado as placas controle (Figura 12). As
dosagens de 100 g e 6.000 g/100 L mostraram grau de eficiéncia parecido, néo
apresentando diferenca siginificativa de acordo com a andlise estatistica de
Duncan, ambas dosagens inibiram o crescimento da bactéria em 16,41%
(Tabela 7).
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Figura 12. Efeito do produto Mancozeb® sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
(A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dose 10 g/100 L; (C) Dose 100 g/100 L;
(D) Dose 2.000 g/100 L; (E) Dose 4.000 g/100 L; (F) Dose 6.000 g/100 L.

Tabela 7. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicéo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Mancozeb®.

Repeticdes 10 g/100 L 100 g/100 L 2.0009/100L  4.000g/100L  6.000 g/100 L

1 1,50 2,35 2,55 2,00 2,40

2 1,50 2,50 2,20 2,10 2,30

3 1,75 2,50 2,30 2,10 2,15

4 1,50 2,35 2,15 2,10 2,60

5 1,35 2,50 2,00 2,70 2,80
Médias* 152b 244 a 2,24 a 2,20 a 245a
% Inibic&o 6,29% 16,41% 13,87% 13,41% 16,41%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).
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A regressao apresentou um grafico com linha de tendéncia polinomial
mostrando que o produto possui variacdo no seu efeito de inibicdo do
crescimento de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) dependendo da dose utilizada.
(Figura 13).
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Figura 13. Gréfico de regresséo polinomial do produto Mancozeb®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacgéo de
reta e coeficiente de determinagdo de R2.

Fischer e colaboradores (2005), testaram o Mancozebe in vitro em trés
doses diferentes, o produto mostrou eficiéncia na inibicdo do crescimento da

bactéria nas trés doses testadas assim como o presente estudo.

Ordufio-Cota e colaboradores(2011), apontaram que o0 Mancozebe
mostrou eficacia a partir da dose de 3.000 ppm para a inibicdo do crescimento
de linhagens de Streptomyces scabiei in vitro, ndo apresentando halos de
inibicdo nas doses de 100; 1.000 e 2.000 ppm. E nos testes in vivo o produto
apresentou eficacia ao diminuir as lesées em 90% quando comparado com o
controle. Leyva-Mir e colaboradores testaram o Mancozebe (2,4 Kg/ ha) no

campo, obtendo 20,93% de reduc¢ao na severidade da doenca.

Dessa maneira é possivel dizer que o Mancozeb® pode ser um produto

indicado para a inibicdo de crescimento da bactéria do género Streptomyces.
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5.1.1.6. Produto Moncut®:

O produto quimico Moncut® foi testado nas concentracdes 1 L/100 L,
2 L/100 L, 3 L/100 L, 4 L/100 L, 5 L/100 L, entretanto, ndo foram observados
halos de inibic&o de crescimento da bactéria em todas as doses testadas. Porém,
0 produto causou reducao na esporulagéo de Streptomyces sp. (IBSBF 2959)
guando comparada com as placas de controle de crescimento da linhagem
(Figura 14).

Figura 14. Efeito do produto Moncut® sobre o crescimento da Streptomyces sp. |(BSBF 2959).
(A) Dose 1 L/100 L; (B) Dose 2 L/100L; (C) Dose 3 L/100L; (D) Dose 4 L/100L; (E) Dose 5 L/100L.

De acordo com a bula, o produto Moncut® néo é indicado para o controle
da sarna da batata causada por Streptomyces. E indicado apenas para o controle
da bactéria Rhizoctonia solani na cultura da batata, sendo aplicado 200 a 300
L/ha durante o plantio. Isolados de Rhizoctonia solani foram isolados de
tubérculos na Franca e todos apresentaram sensibilidade ao Flutolanil, principio
ativo do produto Moncut controlando a bactéria em 30% (CAMPION, 2003).

Cabe salientar, entdo, que nao existem dados na literatuda do emprego
do produto Moncut no controle da sarna e tampouco o efeito da diminuicdo da
esporulacdo da bactéria na severidade da doenca e, portanto, estudos

complementares serdo necessarios para melhor entendimento desse efeito.
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5.1.2. Produtos Bioldgicos

5.1.2.1. Produto Serenade®:

O produto Serenade® foi testado nas dosagens de 1 L/100L; 2 L/100L; 3
L/100 L; 4 L/100 e 5L/100 L. Nos experimentos foi utilizado o meio YME, rico em
nutrientes, o que possibilitou o crescimento vigoroso tanto da linhagem de
Streptomyces sp. (IBSBF 2959) utilizada quanto do Bacillus subtilis presente na
composic¢ao do produto (Figura 15).

Figura 15. Experimentos com o produto Serenade in vitro. (A) Controle positivo de crescimento da

linhagem de Streptomyces sp. IBSBF 2959, (B) Controle positivo do produto Serenade (3 L/100 L).

Nas cinco dosagens avaliadas foi possivel observar a presenca de halos
de inibicdo de crescimento, além de inibicdo de esporulacdo de Streptomyces
sp. (Figura 16, Tabela 8). A partir da concentracdo 2 L/100 L, foi possivel
observar que o produto causou efeito inibitério total do crescimento da linhagem
de Streptomyces sp. em algumas repeticoes. Nas concentracdes de 2 L/100 L;
3 L/100 L 4 L/100 L e 5 L/100 L observou-se crescimento do Bacillus subtilis,
presente na formulacdo do produto, por toda extensdo da placa de Petri
(Figura 16). Resultando em inibicdo de 55,73%, 56,19%, 56,24% e 56,65%,
respectivamente (Tabela 8).
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Figura 16. Teste do efeito do produto Serenade sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
(A) Controle positivo de crescimento da linhagem (B) Dose 1 L/100 L; (C) Dose 2 L/100 L;
(D) Dose 3 L/100 L; (E) Dose 4 L/100 L; (F) Dose 5 L/100 L.

Tabela 8. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento
de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) diferentes concentracbes do produto

Serenade®.
Repeti¢cdes 1L/100L 2L/100 L 3L/100L 41/100 L 5L/100 L
1 2,95 5,00 5,00 5,00 4,80
2 3,15 3,35 5,00 4,15 4,20
3 4,25 4,50 3,95 4,85 5,00
4 3,75 5,00 4,40 3,75 5,00
5 3,40 4,60 4,20 4,75 3,65
Médias* 3,50 b 4,49 a 4,51 a 4,50 a 4,53 a
% Inibicdo 33,97% 55,73% 56,19% 56,24% 56,65%

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).

De acordo com a analise estatistica de regressao, o grafico resultante
apresentou linha de tendéncia polinomial, sugerindo que o produto apresentou

um crescente efeito inibitério até aproximadamente a dosagem de
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4 L/100 L, e apods essa dosagem verificou-se um declive na linha de tendéncia,
ou seja, diminuicdo de seu efeito inibitério (Figura 17). Porém entre as doses
testadas apenas a dose de 1 L/100 L apresentou diferenca siginificativa, a dose
de 5 L/100 L apresentou o melhor resultado inibindo o crescimento da
Streptomyces sp. (IBSBF 2959) em 56,65% (Tabela 8).
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Figura 17. Gréfico de regressdo polinomial do produto Serenade®, média das
medidas dos halos de inibi¢cdo de crescimento, dosagens testadas, equacéo de
reta e coeficiente de determinagdo de R2.

O produto Serenade, ndo é registrado para o controle da sarna, porém
tem em sua composicdo Bacillus subtilis, uma bactéria considerada um
excelente agente de biocontrole, possuindo potencial para reduzir diretamente
incidéncia de doencas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006). Essa espécie
bacteriana possui algumas caracteristicas que permitem sua sobrevivéncia na
rizosfera, o que aumenta sua eficacia como biopesticida (LOSICK; KOLTER,
2008; ROSAS-GARCIA, 2009).

Por isso, de acordo com os dados obtidos no presente estudo e na
literatura, é cabivel dizer que o produto Serenade € um possivel produto

bioldgico eficiente no controle da sarna.
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5.1.2.2. Produto Quartzo®:

Nos ensaios com o produto Quartzo®, foram testadas as doses de 10
g/100 L; 100 g/100 L; 200 g/100 L; 400 g/100 L; 1.000 g/100 L e nao foram
observados halos de inibicdo de crescimento da bactéria nas concentracdes
testadas, apenas diminui¢do na esporulagédo de Streptomyces sp., ficando esse
fato mais evidente na dosagem de 400 g/100 L, onde diminuiu a esporulagao da
bactéria em 35,52% (Figura 18). Mesmo nenhuma das dosagens apresentarem
halo de inibicdo de crescimento da bactéria, foram medidos os halos de inibicdo

de esporulacéo e feita as analises (Tabela 9)

Figura 18. Efeito do produto Quartzo sobre o crescimento da Streptomyces sp. (IBSBF 2959).
(A) Controle positivo de crescimento da linhagem; (B) Dose 10 g/100 L; (C) Dose 100 g/100 L;
(D) Dose 200 g/100 L; (E) Dose 400 g/100 L; (F) Dose 1.000 g/100 L.
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9. Medidas dos halos (cm) e porcentagem (%) de inibicdo de crescimento

de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) nas diferentes concentracdes do produto

Quartzo®.
Repeticdes 10 100 200 400 1.000
1 1,25 2,25 3,45 3,55 1,15
2 1,15 3,05 4,25 3,85 1,85
3 1,40 2,95 3,70 3,45 1,00
4 1,15 3,10 2,65 3,60 1,90
5 0,60 3,10 3,35 3,50 1,50
Médias* 1,10 c 2,89b 3,48 a 3,59 a 1,48 c
% Inibic&o 3,32% 22,96% 33,54% 35,52% 5,98%
*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

(P<0,05)

Ao realizar a analise de regresséo, o gréafico resultante apresentou linha

de tendéncia polinomial verificando-se que a melhor dosagem para a inibicéo de

esporulacdo da Streptomyces encontra-se entre as doses de 200 e 4009/100 L.

(Figura

Média dos halos de inibig&o (cm)

19)

Quartzo
4,5
4
35 y= 3E-08x3 - 5E-05x2 + 0,0226x + 0,9432
! R%=0,9895
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
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Dosagens
Figura 19. Gréfico de regressao polinomial do produto Quartzo®, média das
medidas dos halos de inibicdo de crescimento, dosagens testadas, equacéo de

reta e coeficiente de determinagdo de R2.
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O produto biologico quartzo possui em sua composicdo duas espécies
diferentes de Bacillus (B. subtilis e B.licheniformis). De acordo com sua bula o

produto ndo é indicado para o controle da sarna, apenas usado como nematicida.

Algumas espécies de Bacillus sp. ja foram estados para a realizacdo do
controle sarna na batata. HAN e colaboradores testaram o Bacillus sp. sunhua,
reduzindo a taxa de infeccdo causada por Streptomyces em 75%. O Bacillus
amyloliquefaciens BAC03 também reduziu a severidade da sarna comum de 17
a 57%, melhorando ainda o crescimento dos tubérculos de batata, sendo
considerado um bom agente de biocontrole no manejo da doenca (MENG et al.,
2013).

Como ndo hé registros na literatura sobre o uso do produto Quartzo para
o controle da sarna, e os resultados dos testes também né&o foram conclusivos,
ja que ndo sabemos o quanto a diminuicdo da esporulacdo da bactéria afeta a
severidade da doenca, ndo é possivel verificar se o produto seria eficaz para tal

finalidade.
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5.2. Avaliacédo de produtos quimicos e biolégicos comerciais para controle

da sarna da batata — Testes in vivo (casa de vegetacéo)

5.2.1. Produto quimico

5.2.1.1. Produto Frowncide® x Streptomyces scabiei IBSBF 2950:
O produto Frowncide® foi testado in vivo (casa de vegetacédo) para verificar
sua eficacia no controle da sarna da batata.

Pela Tabela 10 verificou-se que houve reducdo da porcentagem da area
de lesBes nos tubérculos, verificando-se 33,5% no controle positivo (IBSBF

2950) e apenas 2% no teste com o produto (Figura 20).

De acordo com a analise estatistica de Duncan, foi possivel verificar
diferenca siginificativa entre o fator 1 [Controle Positivo (IBSBF 2950)] e o fator
2 (IBSBF 2950 + Frowncide). O produto mostrou capacidade de reduzir os
sintomas da doenca de em 94% (de 33,5 para 2%) (Tabela 10).
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Tabela 10. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por S. scabiei
(IBSBF 2950) e a porcentagem de lesdes presentes nos tubérculos apos

aplicacdo do produto Frowncide® (teste in vivo).

Repeticdes | Notados |% daareacom
Tratamento sintomas lesdes*
1 0 0%
2 0 0%
3 0 0%
4 0 0%
Controle negativo 5 0 0%
6 0 0%
7 0 0%
Média 0%b
1 3 25%
2 4 50%
3 3 25%
Controle Positivo 4 4 50%
(IBSBF 2950) 5 4 50%
6 3 25%
7 2 10%
Média 33,57% a*
1 0 0%
2 0 0%
3 0 0%
Controle Produto 4 0 0%
(Frowncide) 5 0 0%
6 0 0%
7 0 0%
Média 0%b
1 1 1%
2 0 0%
3 0 0%
IBSBF 2950 + 4 1 1%
Frowncide 5 1 1%
6 2 10%
7 1 1%
Média 2% b

*Médias seguidas por letras iguais nao diferem significativamente
pelo teste de Duncan a 5% (P<0,05).
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Figura 20. Teste de patogenicidade in vivo Frowncide® x Streptomyces scabiei (IBSBF
2950). (A) Controle de plantio do tubérculo cv. Agata sem tratamento; (B) controle de
plantio apenas com o produto Frowncide®; (C) controle de plantio com substrato
inoculado com S. scabiei IBSBF 2950 e sem o produto Frowncide®; (D) plantio de
tubérculo apés pulverizacdo do produto no sulco (antes do plantio) em solo infectado

com a bactéria.
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5.2.1.2. Produto Frowncide® x Streptomyces sp. IBSBF 2959:
O produto Frowncide® também foi testado in vivo (casa de vegetagéo)
utilizando-se a linhagem de Streptomyces sp. (IBSBF 2959), considerada

também uma das mais agressivas do pais (Corréa 2011).

Nesse experimento, a reducdo de porcentagem da area de lesdes nos
tubérculos foi de 67% (18,57 % no controle e 6,14% no tratamento com o
produto). De acordo com a analise estatistica de Duncan, foi possivel verificar
diferenca significativa entre o fator 1 [Controle Positivo (IBSBF 2959)] e o fator 2
(IBSBF 2959 + Frowncide) (Figura 21, Tabela 11)
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Tabela 11. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por
Streptomyces sp. (IBSBF 2959) e a porcentagem de lesdes presentes nos

tubérculos apds aplicacdo do produto Frowncide® (teste in vivo).

Repeticdes | Notados |% daareacom
Tratamento sintomas lesdes*
1 0 0%
2 0 0%
3 0 0%
4 0 0%
Controle negativo 5 0 0%
6 0 0%
7 0 0%
Média 0% c
1 3 25%
2 2 10%
3 3 25%
Controle Positivo 4 3 25%
(IBSBF 2959) 5 3 25%
6 2 10%
7 2 10%
Média 18,57% a*
1 0 0%
2 0 0%
3 0 0%
Controle Produto 4 0 0%
(Frowncide) 5 0 0%
6 0 0%
7 0 0%
Média 0%c
1 1 1%
2 2 10%
3 1 1%
IBSBF 2959 + 4 1 1%
Frowncide 5 2 10%
6 2 10%
7 2 10%
Média 6,14% b*

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente
pelo teste de Duncan a 5% (P<0,05).
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Figura 21. Teste de patogenicidade in vivo Frowncide® x Streptomyces sp. (IBSBF
2959). (A) Controle de plantio do tubérculo cv. Agata sem tratamento algum; (B)
controle de plantio apenas com o produto Frowncide®; (C) controle de plantio com
substrato inoculado com Streptomyces sp. IBSBF 2959 e sem o produto Frowncide®;
(D) plantio de tubérculo apés pulverizagédo do produto no sulco (antes do plantio) em

solo infestado com a bactéria.

Fischer e colaboradores (2005) testaram os fungicidas Chlorothalonil,
Fluazinam e Oxicloreto de cobre, fazendo a aplicagcdo dos produtos durante o
plantio e amontoa porém, os autores concluiram que néo foi possivel observar
eficiéncia no controle da sarna e diminuicdo no aparecimento de lesdes
causados pela doenca entre os tratamentos, ndo havendo diferencgas estatisticas
significativas entre os produtos. Ainda, Leyva-Mir e colaboradores (2013)
testaram o produto Fluazinam (1L / ha) em campo no México, aplicando-o no
plantio e apos 45 dias na amontoa e os resultados mostraram diminuicdo da

severidade da doenca em 24%.
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Ordund-Cota e colaboradores (2011) testaram o Fluazinam em campo
utilizando 3 doses diferentes (3,3 mL/ L; 6,6 mL/ L e 9,9 mL/ L) contra
Streptomyces scabiei. Nesse estudo o produto apresentou eficiéncia para o
controle da doenca em todas as doses, variando de 0 a 10% o aparecimento de

leses quando comparado com o controle, ou seja, inibicdo de até 90%.

Ao comparar os dois testes do presente trabalho, onde o Fluazinam foi
empregado para controle de linhagens de Streptomyces in vivo, foi possivel
observar uma grande diferenca no controle dos patdgenos, pois o produto
suprimiu a doenca em 94% quando testada a linhagem IBSBF 2950 e

aproximadamente 67% no caso da linhagem IBSBF 2959.

Os resultados da literatura corroboram os resultados do nosso estudo,
demonstrando que o Fluazinam é um produto que pode ser recomendado para
o controle da sarna da batata, com a ressalva de que seu grau de eficacia pode
variar de acordo com a cultivar utilizada e o patdgeno associado a doenca. No
nosso estudo o produto proporcionou reducédo do numero de lesdes de 67-94%,

ou seja, sua recomendacao esta adequada.

5.2.2. Produto Biolodgico

5.2.2.1. Produto Serenade® x Streptomyces scabiei IBSBF 2950:

O produto biolégico Serenade® foi testado contra a linhagem de
Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) em experimentos em casa de vegetacao (in
Vivo).

Uma vez que o produto tem por principio ativo uma linhagem de Bacillus
subtilis e que essa espécie bacteriana pode ser considerada como promotora de
crescimento, decidiu-se, no mesmo experimento, verificar a quantidade e peso
dos tubérculos nos tratamentos, revelando que o produto ndo provocou diferencga

significativa no numero e peso dos tubérculos.
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Tabela 12. Tratamentos, quantidade e peso dos tubérculos obtidos em cada
vaso (7 repeticdes) e nota atribuida aos sintomas causados por S. scabiei
(IBSBF 2950) e a porcentagem de lesdes presentes nos tubérculos apos

aplicacéo do produto Serenade® (teste in vivo).

Repeti¢cdes | Quantidade de Nota % da area
Tratamento tubérculos* | Peso (g)* |sintomas | com lesBes*

1 3 26,21 0 0%

2 2 13,03 0 0%

3 2 12,39 0 0%

Controle sem bactéria 4 2 14,01 0 0%
e sem produto 5 3 12,41 0 0%
6 3 17,16 0 0%

7 4 28,14 0 0%

Média 2,71b 17,62 a 0% b

1 2 24,17 2 10%

2 1 16,27 2 10%

3 2 19,89 3 25%

Controle Positivo 4 2 16,46 4 50%
(IBSBF 2950) 5 4 14,34 3 25%
6 4 18,75 2 10%

7 3 16,41 4 50%

Média 257b 18,04 a 25,71% a

1 3 12,35 0 0%

2 2 19,15 0 0%

3 2 14,34 0 0%

Controle Produto 4 2 23,03 0 0%
(Serenade) 5 2 16,66 0 0%
6 4 17,96 0 0%

7 4 18,77 0 0%

Média 2,71b 17,46 a 0% b

1 5 16,73 1 1%

2 3 15,77 2 10%

3 5 20,35 2 10%

IBSBF 2950 + 4 6 20,50 1 1%
Serenade 5 4 21,10 1 1%

6 5 16,48 2 10%

7 6 19,40 2 10%

Média 4,85 a 18,61 a 6,14% b

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).
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O efeito do produto contra a linhagem de S. scabiei IBSBF 2950 foi
verificado através do calculo de porcentagem de lesdes encontrada nos
tubérculos apés o tratamento de acordo com a escala diagramatica de James
(1971). Os resultados mostraram que o produto apresentou efeito direto na
reducdo dos sintomas em 76% (25,7% no controle e 6,14% no tratamento com
o produto). A reducéo do aparecimento de sintomas ficou evidente na andlise de
Duncan onde o fator 1 (Controle positivo IBSBF 2950) e o fator 2 (IBSBF 2950 +
Serenade®) mostraram diferenca significativa, foi possivel também verificar que
houve aumento na quantidade de tubérculos no tratamento possuindo a bactéria
e o produto, porém, o peso ndo apresentou diferenca siginificativa entre os
tratamentos (Tabela 12, Figura 22).

Figura 22. Teste de patogenicidade in vivo Serenade® x Streptomyces scabiei (IBSBF
2950). (A) Controle de plantio do tubérculo cv. Agata sem tratamento algum; (B)
controle de plantio apenas com o produto Serenade®; (C) controle de plantio com
substrato inoculado com Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) e sem o produto
Serenade®; (D) plantio de tubérculo apés pulverizacéo do produto no sulco (antes do

plantio) em solo infestado com a bactéria.
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5.2.2.2. Produto Serenade® x Streptomyces sp. IBSBF 2959:
O mesmo experimento em casa de vegetacao (in vivo) foi realizado contra

a linhagem de Streptomyces sp. IBSBF 2959.

Os resultados mostraram que o produto apresentou efeito direto na
reducdo dos sintomas em 87% (27,8% no controle e 3,57% no tratamento com
o produto). A reducédo do aparecimento de sintomas ficou evidente na analise
estatistica de Duncan onde o fator 1 (Controle positivo IBSBF 2959) e o fator 2
(IBSBF 2959 + Serenade®) mostraram diferenca significativa (Tabela 13, Figura
23).
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Tabela 13. Tratamentos, quantidade e peso dos tubérculos obtidos em cada
vaso (7 repeticdes) e nota atribuida aos sintomas causados por Streptomyces

sp. (IBSBF 2959) apoés aplicacdo do produto Serenade® (teste in vivo).

Repeticdes | Quantidade de Notados |%daareacom
Tratamento tubérculos* |Peso (g)* sintomas lesbes*
1 4 10,35 0 0%
2 1 10,94 0 0%
3 3 10,68 0 0%
4 1 11,65 0 0%
Controle negativo 5 3 12,11 0 0%
6 4 12,87 0 0%
7 3 16,30 0 0%
Média 271a 12,12 be 0%b
1 3 14,09 4 50%
2 1 17,70 2 10%
3 3 15,26 3 25%
Controle Positivo 4 5 18,34 2 10%
(IBSBF 2959) 5 2 10,15 3 25%
6 4 17,18 4 50%
7 4 18,56 3 25%
Média 3,14a 15,89 a 27,85% a
1 2 11,16 0 0%
2 4 21,97 0 0%
3 3 13,68 0 0%
Controle Produto 4 4 14,35 0 0%
(Serenade) 5 3 16,04 0 0%
6 4 14,82 0 0%
7 4 17,39 0 0%
Média 342a 15,63 ab 0% b
1 1 2,35 1 1%
2 3 6,76 2 10%
3 5 15,09 1 1%
IBSBF 2959 + 4 3 14,84 1 1%
Serenade 5 4 11,52 1 1%
6 4 15,79 2 10%
7 5 12,26 1 1%
Média 3,57 a 11,23 ¢ 3,6% b

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%
(P<0,05).
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Figura 23. Teste de patogenicidade in vivo Serenade® x Streptomyces sp. (IBSBF
2959). (A) Controle de plantio do tubérculo cv. Agata sem tratamento algum; (B)
controle de plantio apenas com o produto Serenade®; (C) controle de plantio com
substrato inoculado com Streptomyces sp. (IBSBF 2959) e sem o produto Serenade®;
(D) plantio de tubérculo apés pulverizacdo do produto no sulco (antes do plantio) em

solo infestado com a bactéria.

Comparando-se o humero e peso dos tubérculos ao tratamento controle,
verificou-se que as variacdes observadas foram minimas, indicando que o

produto ndo apresentou efeito de promocao de crescimento.

O produto Serenade® possui como principio ativo a linhagem de Bacillus
subtilis QST 713 e ndo esta registrado para o controle da sarna da batata.
Entretanto, na literatura foi possivel encontrar alguns trabalhos onde espécies

de Bacillus foram utilizadas para o controle dessa doenca.
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Han e colaboradores (2005) utilizaram o Bacillus sp. sunhua na supressao
da sarna, reduzindo a taxa de infeccdo na faixa de 75% a 35%. Bacillus
amyloliquefaciens BACO03 foi empregado em estudo realizado por Meng e
colaboradores (2013) e os resultados mostraram reducdo da severidade da
sarna na faixa de 17 a 57%. Além disso foi registrado melhor crescimento dos
tubérculos de batata, o que ndo ocorreu no nosso trabalho. Os autores
concluiram que Bacillus pode ser considerado um bom agente de controle

biolégico no manejo da doenca.

No presente estudo, o produto Serenade® proporcionou reducdo do
namero de lesdes em até 76-87% (in vivo), ou seja, embora o produto ndo esteja
registrado atualmente para controle da sarna, ele pode ser recomendado para

tal fim.

5.3. Potencial antagonico de linhagens de Bacillus subtilis no controle de

Streptomyces

O potencial antagbnico de linhagens de Bacillus subtilis no controle de
Streptomyces também foi avaliado visando uma estratégia alternativa de

controle da sarna da batata.

Nesse experimento foram testadas duas linhagens de B. subtilis (IBSBF
896 e 898) contra a linhagem de S. scabiei IBSBF 2950 e Streptomyces sp.
IBSBF 2959.

Verificou-se que as duas linhagens de B. subtilis testadas se comportaram
como potenciais antagonistas. Nos testes realizados com a linhagem de B.
subtilis IBSBF 896 foram observadas diferencas no potencial antagdnico contra
as linhagens de Streptomyces utilizadas, com inibigcao de crescimento de 47% e
6,77% para IBSBF 2950; e IBSBF 2959, respectivamente (Figuras 24 e 25). Nos
ensaios com a linhagem de B. subtilis IBSBF 898, a inibicdo do crescimento de
S. scabiei foi de 34 % e de Streptomyces sp. (IBSBF 2959) foi 16% (Figuras 26
e 27). Cabe salientar que, de acordo com Corréa (2011) a linhagem de

Streptomyces sp. (IBSBF 2959) foi considerada a mais agressiva dentre as 137
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linhagens de Streptomyces isoladas nas regiées produtoras de batata no pais, 0
que explicaria a reducdo do potencial antagénico das linhagens de B. subtilis

sobre essa linhagem.

Resultados similares foram obtidos em trabalho realizado por Camparoni
(2015) onde a mesma linhagem de Bacillus IBSBF 898 foi testada contra a

linhagem de S. scabiei IBSBF 2298 e o valor de inibig&o verificado foi 18,42%.

Figura 24. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis IBSBF 896 contra a linhagem
de S. scabiei IBSBF 2950 (A) Controle S. scabiei IBSBF 2950, (B) Controle B. subtilis IBSBF 896, (C) IBSBF
896 contra linhagem patogénica IBSBF 2950.

Figura 25. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis IBSBF 896 contra
a linhagem de Streptomyces sp IBSBF 2959 (A) Controle Streptomyces sp IBSBF 2959, (B)
Controle B. subtilis IBSBF 896, (C) IBSBF 896 contra linhagem patogénica IBSBF 2959.
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Figura 26. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis IBSBF 898 contra
a linhagem de S. scabiei IBSBF 2950 (A) Controle S. scabiei IBSBF 2950, (B) Controle B. subtilis
IBSBF 898, (C) IBSBF 898 contra linhagem patogénica IBSBF 2950.

Figura 27. Teste de pareamento de culturas utilizando a linhagem de B. subtilis IBSBF 898
contra a linhagem de Streptomyces sp IBSBF 2959 (A) Controle Streptomyces sp IBSBF 2959,
(B) Controle B. subtilis IBSBF 898, (C) IBSBF 898 contra linhagem patogénica IBSBF 2959.
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5.4. Avaliacdo do efeito do tratamento de tubérculos-semente com
microrganismo promotor de crescimento (Bacillus subtilis) sobre a
incidéncia da sarna em batata — Testes in vivo (casa de vegetacao)

O teste de promocao de crescimento de batata semente, cultivar Agata,
foi realizado testando-se duas linhagens de Bacillus subtilis (IBSBF 896 e 898).
Nos ensaios, a diferenca no desenvolvimento das plantas foi observada
visualmente, mostrando uma diminuicdo no tempo para a brotacdo e

crescimento das plantas.

Figura 28. Teste de promocdo de crescimento em casa de vegetacdo empregando-se as
linhagens de Bacillus subtilis IBSBF 896 e 898. (A) Controle Agata; (B) IBSBF 896; (C) IBSBF
896 + IBSBF 2950; (D) IBSBF 898; (E) IBSBF 898 + IBSBF 2950.

Os testes revelaram que os dois isolados de Bacillus subtilis mostraram
efeito de promocao de crescimento das plantas de batata, sendo que a linhagem
IBSBF 896 aumentou o peso da massa seca em 35,82 % e a linhagem IBSBF
898 em 29,10 %, porém quando colocados juntos com a linhagem de
Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) a promocao de crescimento foi menor, de
25,37 % com a linhagem IBSBF 896 e 8,95% com IBSBF 898 (Tabela 14).
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Tabela 14. Massa média de matéria seca da parte aérea (MMSPA) de plantas

de batata, inoculadas com as linhagens de Bacillus subtilis e porcentagem de

aumento de massa seca.

Tratamento MMSPA** (g) % de aumento***
Controle* 1,34 -
896 1,82 35,82%
898 1,73 29,10%
896 + 2950 1,68 25,37%
898 + 2950 1,46 8,95%

*Controle sem adicao de linhagens de B. subtilis.

**Massa média de matéria seca da parte aérea em gramas.

***Porcentagem do aumento de matéria seca calculado de acordo com a férmula.

Com relacéo ao efeito das linhagens de Bacillus subtilis sobre a incidéncia

da sarna, verificou-se que as linhagens de IBSBF 896 e 898 apresentaram

comportamentos diferentes com relacdo a reducdo dos sintomas da doenca. O

tratamento com a linhagem IBSBF 898 proporcionou reducdo das lesbes em

86,5%, enquanto a linhagem IBSBF 896 aumentou a incidéncia em 16%

aproximadamente (Tabelas 15 e 16).
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Tabela 15. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por

Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) ap6s aplicacdo do Bacillus subtilis (IBSBF

896).
Repeticdes | Quantidade | Peso (g)* | Notados |% areacom
Tratamento tubérculos* sintomas lesGes*
1 3 9,64 0 0%
2 2 10,19 0 0%
3 2 16,69 0 0%
Controle negativo 4 3 16,20 0 0%
5 2 15,02 0 0%
6 2 10,08 0 0%
7 3 13,41 0 0%
Média 2,42 ab 13,03 b 0% b
1 2 18,03 3 25%
2 1 15,92 3 25%
3 3 10,62 4 50%
Controle Positivo (IBSBF 4 2 14,85 3 25%
2950) 5 3 16,93 4 50%
6 1 11,16 2 10%
7 2 15,20 4 50%
Média 2b 14,67 b 33,6% a
1 2 13,95 0 0%
2 4 15,33 0 0%
3 3 19,05 0 0%
Controle B. subtilis 4 2 12,13 0 0%
(IBSBF 896) 5 2 15,85 0 0%
6 4 23,77 0 0%
7 4 23,14 0 0%
Média 3ab 17,60 ab 0% b
1 4 13,55 4 50%
2 3 29,09 3 25%
IBSBF 2950 + 3 3 20,91 4 50%
B. subtilis 4 4 20,50 3 25%
(IBSBF 896) 5 3 21,20 4 50%
6 3 16,76 4 50%
7 2 21,48 3 25%
Média 3,14 a 20,49 a 39,3% a

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

(P<0,05).
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Tabela 16. Tratamentos e nota atribuida aos sintomas causados por

Streptomyces scabiei (IBSBF 2950) ap6s aplicacdo do Bacillus subtilis (IBSBF

898).
Quantidade de Peso % da area

Repeticdes tubérculos Nota dos com

Tratamento sintomas lesbes
1 2 12,48 0 0%
2 2 14,92 0 0%
3 1 16,39 0 0%
4 3 12,42 0 0%
Controle negativo 5 2 13,86 0 0%
6 2 10,70 0 0%
7 3 11,66 0 0%

Média 2,14 a 13,20 a 0% b

1 2 16,04 2 10%

2 3 10,69 3 25%

3 3 10,46 3 25%

Controle Positivo (IBSBF 4 2 11,22 3 25%
2950) 5 2 11,57 3 25%

6 1 9,83 4 50%

7 2 11,32 3 25%

Média 2,14 a 11,59 a 26,42% a

1 5 13,43 0 0%
2 4 11,77 0 0%
3 2 18,38 0 0%
Controle B. subtilis 4 3 14,92 0 0%
(IBSBF 898) 5 2 13,33 0 0%
6 3 16,52 0 0%
7 2 11,28 0 0%

Média 3a 14,23 a 0% b
1 3 11,76 1 1%

2 1 13,28 2 10%
IBSBF 2950 + 3 1 10,12 1 1%
B. subtilis 4 1 10,65 1 1%
(IBSBF 898) 5 2 12,36 1 1%

6 3 14,78 2 10%
7 3 12,98 1 1%

Média 2a 12,27 a 3,57b

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

(P<0,05).

Dados de literatura apontam que produtos contendo B. subtilis em sua

formulacdo proporcionam beneficios ndo s6 no sentido de atuacdo como

antagonistas, defendendo a cultura da batata contra patdgenos, mas também no

efeito de enraizamento, emergéncia e nimero de hastes (BRANDI et al., 2015).
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Antonio e Alcantara (2017) verificaram o efeito da aplicacdo de Bacillus
subtilis e bioestimulante Stimulate® no desenvolvimento inicial da cultura da
batata, mostrando que o B. subtilis associado ao bioestimulante promoveram
aumento de 49% na germinacdo dos tubérculos, 65 %maior area foliar das

plantas de batata e 26% de aumento no tamanho da raiz das plantas.

A promocdo de crescimento proporcionada por linhagens de Bacillus
subtilis, além de testada em batata, foi também avaliada em outras culturas.
Manjula e Podile (2005) analisaram a promoc¢do de crescimento em feijao
guandu por meio da utlizacdo da linhagem de Bacillus subtilis AF-1 e

observaram aumento no peso seco das mudas de 29 a 33%.

J& Moreira e Araujo (2013) realizaram estudo empregando isolados de
B. subtilis para promover o crescimento de Eucalyptus urograndis. Dos 127
isolados testados, 15 apresentaram potencial para promocéo de crescimento e
entre esses 15, cinco apresentaram significativo desempenho, aumentando de
53 a 167% na producdo de massa seca ha parte aérea da planta, quando

comparados ao controle.

Os resultados obtidos nesta etapa do estudo indicaram que as linhagens
de Bacillus subtilis apresentaram efeitos diferentes frente a presenca de
Streptomyces scabiei e que, portanto, antes do emprego deste antagonista em
nivel de campo, testes preliminares devem ser efetuados para garantir o seu

bom desempenho.
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. CONCLUSOES

Os testes in vitro se mostraram eficientes na avaliagdo prévia do efeito
dos produtos antes de se prosseguir com 0s experimentos em casa de
vegetacao.

Os produtos Frowncide 500 SC® e Serenade® foram eficientes no controle
da sarna da batata nos experimentos em casa de vegetagéo.

Os testes com as linhagens de Bacillus subtilis mostraram que o
comportamento como antagonista € caracteristica particular de cada
linhagem.

O emprego da linhagem de Bacillus subtilis IBSBF 898 resultou no

controle da sarna da batata nos ensaios in vivo.
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